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INTRODUCCIÓN
La levadura Saccharornyces cerevisiae despertó temprano interés debido a su utilidad
en la producción de vino y cerveza. A comienzos de este siglo, el hallazgo de que para la
fermentación alcohólica era suficiente con un extracto de este microorganismo, lo que en
definitiva condujo al descubrimiento de las enzimas, revolucionó la utilización de esta levadura
y la lanzó como modelo de organismo experimental, hecho que se vio favorecido por su
sencillo manejo y el interés derivado de poseer una organización celular encariótica.
Con el paso de los años, fueron apareciendo otros orgamsmos con cualidades más
atractivas para lbs investigadores; así, se comenzó a trabajar con (‘andida debido a su carácter
patógeno, o con Pichia debido a las ventajas que presenta a la hora de producir proteínas
heterólogas de interés. Pero, la reciente secuenciación del genoma completo de S. cerevisiae,
coloca de nuevo a este microorganismo en el centro de atención corno modelo de investigación
básica (Botstein y col., 1997).
En nuestro laboratorio, estamos interesados en diferentes aspectos del ciclo celular y la
morfogénesis de la célula cucariótica. Atendiendo a las razones anteriores, Saccharonzyces
cerevisiae se presenta como’ el organismo apropiado para el desarrollo de nuestros estudios.
1. CICLO BIOLÓGICO DE £ cerevisiae.
Saccharon¡yces dispone de dos posibilidades a la hora de abordar su ciclo biológico:
primero, presenta un ciclo de reproducción vegetativo, a través del cual una célula se divide
dando lugar a dos células iguales y, segundo, un ciclo sexual, por el cual dos células haploides
de tipo sexual opuesto se conjugan dando lugar a una célula diploide, que entra de nuevo en un
ciclo de división vegetativo. El ciclo biológico se ciega cuando, bajo determinadas condiciones
tales como el ayuno de nitrógeno, las células diploides llevan a cabo un proceso meiótico que
origina la aparición de cuatro esporas haploides.
A un ciclo biológico como el descrito se le conoce como ciclo heterotálico, siendo
característico de las cepas comuninente usadas en los laboratorios. Sin embargo, en la
naturaleza, las cepas de Saccharornyces habitualmente poseen un ciclo biológico denominado
homotálico, gracias al cual una célula haploide puede cambiar su tipo sexual, facilitando el
proceso de conjugación y determinando que, generalmente, en el ambiente natural
encontremos cepas diploides o poliploides (Nasmyth, 1983; Amon, 1996).
1.1. CICLO VEGETATIVO.
Saccharonzyces, a diferencia de la mayoría de los organismos eucarióticos, se divide
por gemación (Glotzer, 1997); es decir, a partir de una célula madre comienza a desarrollarse
una célula hija o yema, que va creciendo hasta alcanzar un tamaño similar al de la madre. En
este momento tiene lugar la septación y separación celular. Este progreso morfológico de la
4 INTR()DUCCION
yema está acompañado por una serie de acontecimientos nucleares de suma importancia que
van a determinar la duplicación y segregación del material genético.
El ciclo celular se puede dividir en dos grandes etapas (figura 1): la interfase y la
mitosis.
- La mitosis, donde tiene lugar la división del material genético, se compone de cuatro
etapas: profase, metafase, anafase y telofase, concluyendo con la formación de un
tabique o septo entre la célula madre y la hija que materializa la división y posterior
separación celular. Saccharonzyces presenta diferencias importantes con respecto a la
mitosis de otras células eucariáticas: no desorganiza la doble membrana nuclear
favoreciendo la escasa condensación de sus cromosomas y permitiendo que, al contrario
que en otras células eucaríóticas, éstos sean invisibles.
- En la interfase se distinguen, a su vez, varias fases: existen dos etapas de aparente
transición llamadas 01 y 02, separadas por una fase 5 o de síntesis, en la que tiene lugar
la duplicación del material genético, requisito previo para la división celular. En las fases
01 y 02 ocurren procesos trascendentales para la célula como son: el incremento en
tamaño, la generación de toda la maquinaria subcelular, etc., pero entre ellos, cabe
remarcar mx proceso llamado punto START. El punto START es un punto de control del
ciclo celular que acontece en los últimos estadios de la fase 01. Una vez superado dicho
punto de control, la célula se ve irremisiblemente abocada a realizar un ciclo completo de
división mitótica. Cuando el ciclo celular discurre a través del punto START, tiene lugar
la duplicación del cuerpo polar del huso SPB (análogo al centrosoma en cucariotas
superiores) y se inicia la emergencia de la célula hija, que continuará creciendo a lo largo
de toda la fase 5.
1.2. CICLO SEXUAL.
Saccharornyces presenta dos tipos celulares sexualinente opuestos a y cx, determinados
por la expresión de los genes del locus MAT. Las células de cada tipo sexual son capaces de
secretar al medio un pequeño polipéptido llamado factor a y factor a, respectivamente.
Cuando las células de cada tipo sexual detectan en el medio la presencia del factor del tipo
sexual opuesto manifiestan las siguientes reacciones:
- Una que afecta al ciclo celular, provocando su detención en la fase 01, previamente al
punto START.
- La otra afecta a la morfología celular, ya que se desencadenan una selle de respuestas
morfogenéticas que originan el crecimiento de la célula hacia la fuente de la feromona.
Todo este proceso morfogenético se materializa en la transformación de las células
ovaladas en células con forma de pera, comúnmente conocidas como shrnoos. Cuando, a
través de las prolongaciones recién fonnadas, dos shmoos se ponen en contacto, tiene
lugar la fusión celular y la cariogénesis, hecho que determina la aparición de un núcleo
diploide, el cual se coloca en la yema que comienza a crecer en el istmo entre las células
conjugativas. Cuando la yema se independiza, comienza una nueva serie de ciclos
celulares, pero ya con un núcleo diploide.
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El mecanismo molecular que determina el desarrollo de las respuestas, tanto
morfogenéticas como de parada del ciclo celular, la sido proflmdamente estudiado. Existen
receptores transmembranales codificados por los genes STE2 en cepas MATa y STE3 en cepas
MA Tu, que al unir la feromona, sufren un cambio conformacional, posibilitando la interacción
con una proteína O heterotrimérica (Whiteway y col., 1994; Wliteway y col., 1995),
disociándola y permitiendo la asociación de las subunidades f3y con las proteínas Ste2Oí> y
Ste5p, lo que determina su activación (Leberer y col., 1997). Ste5p actúa como molécula
aglutinadora de un conjunto de proteínas que conforman una ruta de transducción de señales
conocida como ruta de apareamiento o de mal/ng (Printen y Sprague, 1994; Elion, 1995;
Leberer y col., 1997) e integrada por Stel lp (MPKKK), Ste7p (MPKK) y las MAP quinasas,
parcialmente redundantes, Fus3p y Ksslp (Courscherne y col., 1989; Ellon y col., 1990; Crews
y col., 1992), que a través del factor transcripcional Stel2p (Elion y col., 1993; Punten y
Sprague, 1994), son responsables de la activación de la transcripción de genes implicados en la
respuesta morfogenética de mal/ng. Fus3p también es capaz de activar a Farlp (Peter y col.,
1993), responsable de la detención del ciclo celular en 01, por inactivación del complejo
Cdc28p unido a ciclinas de la fase 01.
Ste2Op, quinasa de la familia PAK, cuando está activada, además de con Cdc42p, es
capaz de interaccionar con Bemíp (Leeuw y col., 1995). Bemlp interacciona con el
citoesqueleto de actina, lo que la implica en la polarización del crecimiento celular hacia el
lugar de recepción de la señal responsable del desencadenamiento de la cascada. Para la
polarización del crecimiento y la consiguiente formación del shmoo, también es esencial la
proteína Spa2p (Gehrung y Snyder, 1990), aunque se desconoce su mecanismo de acción.
‘1.3. DESARROLLO PSEUDOIHFAL EN Saccharomyces.
Algunas cepas diploides de Saccharomyces, bajo condiciones de ayuno de nitrógeno en
medio sólido, pueden desarrollar una transicion dunorfica y mostrar un patrón pseudolúfal de
crecimiento (Gimeno y col., 1992). En cepas haploides se ha descrito un fenómeno paralelo
denominado crecimiento invasivo. En ambos fenómenos se hallan implicados parte de los
componentes de la ruta de nial/ng (Cdc42p, Ste2Op, Stel íp, Ste7p, Steí2p), recientemente,
han aparecido trabajos que indican que la MAP quinasa implicada puede ser Ksslp (Madlani y
col., 1997). Sin embargo, la proteína aglutinante que actuaría en lugar de Ste5p, permanece sin
ser determinada (Roberts y Fink, 1994; Leberer y col., 1997).
El crecimiento invasivo de las cepas haploides y el desarrollo pseudolifal de las cepas
diploides, presentan múltiples similitudes como son: la capacidad de penetrar en el agar, la
maquinaria bioquímica y la dependencia de las señales de polaridad. También muestran algwas
diferencias como: la capacidad de formar filamentos en medio rico por parte de las cepas
haploides, o la diferente morfología tanto colonial como celular; las células de las cepas
haploides cuando ifiamentan mantienen su forma ovalada, mientras que las diploides sufreuu un
alargamiento. Además, las cepas diploides extienden sus filamentos alrededor de las colonias,
mientras las haploides presentan el desarrollo filamentoso por debajo de la colonia (Radclyffe y
Fink, 1994). Estos autores, principalmente debido a que ambos procesos comparten la misma
maquinaria bioquímica, explican el crecimiento pseudolifal y el crecimiento invasivo como
diferentes manifestaciones de un mismo proceso (Radclyffe y Fink, 1994).
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1.4. MUTANTES DE CICLO CELULAR O MUTANTES cdc (CefI L)h’ision
Qele).
Los mutantes cdc de 5. cerevisiae fueron aislados por 1-Iartwell (Culotti y 1-lartwell,
1971; Hartwell, 1971a; 1971b). Bajo esta denominación se recoge a todas aquellas estirpes
mutantes que manifiestan defectos en algún estadio específico del ciclo celular (Hartwell,
1974). La mutación cdc suele afectar a una función esencial para la progresión a través del
ciclo, por lo que la mayoría de los mutantes cdc estudiados muestran un bloqueo total de éste
(Pringle y Hartwell, 1981). La parada característica del ciclo celular que manifiestan los
mutantes cdc, les convierte en una valiosa herramienta para el estudio del ciclo celular. En
total, se dispone de unos cincuenta mutantes de ciclo celular, cuyos puntos de parada se
encuentran repartidos a lo largo de todo el ciclo (Pringle y Hartwell, 1981).
1.5. REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR EN & cere¡’¡s¡ae.
El ciclo celular se halla finamente regulado, tanto en su progresión como en el control
de su correcto desarrollo. La importancia de la regulación del ciclo celular es indiscutible
cuando se piensa en los procesos que determina: la división y segregación del genoma, la
coordinación de la división celular con el ciclo nuclear, la decisión celular de comenzar un
proceso proliferativo o un proceso conjugativo, etc.
Otro elemento a resaltar, en cuanto a la regulación del ciclo celular, es la importancia
de la coordinación que ha de existir entre éste y los diferentes eventos morfogenéticos, ya que
esta coordinación es esencial para la correcta conclusión del ciclo biológico de cualquier
organismo.
1.5.1. Progresión a través del ciclo celular.
El máximo responsable de la progresión del ciclo celular en Saccharo¡nyces cerevis/oc
es la proteína quinasa Cdc28p (Jobnston y col., 1977; Lórincz y Reed, 1984), la cual, a su vez,
es regulada por la interacción con una serie de proteínas de expresión cíclica llamadas ciclinas
(Wittenberg y Reed, 1988). Cdc28p, unido a las diferentes ciclinas, es capaz de fosforilar
sustratos específicos en cada periodo del ciclo celular (Reed, 1992), determinando los procesos
característicos de cada etapa.
Las ciclinas se dividen en dos grandes grupos, de acuerdo con el momento del ciclo en
que se expresan: ciclinas Gí (Clnlp, Cln2p, Cln3p, Clb5p, Clb6p, Hcs26p) (Cross, 1988; Nash
y col., 1988; Hadwiger y col., 1989; Epstein y Cross, 1992; Ogas y col., 1991; Ktihne y
Linder, 1993) y ciclinas G2 (Clblp, Clb2p, Clb3p, Clb4p) (Ghiara y col., 1991; Surana y col.,
1991; Fich y col., 1992).
La hipótesis propuesta para el mecanismo de acción de las ciclinas Gí (Clnlp, Cln2p y
Cln3p), la encontramos en la esencialidad de la interacción de éstas con Cdc28p para superar el
punto START (Lew y Reed, 1992; Cross, 1995; Nasmyth, 1996). Además, la activación de
Cdc28p al unirse a las ciclinas Cml, 2 y 3p determina un importante aumento en la expresión
de las mismas (Cross y Tinkelenberg, 1991; Dirick y col., 1991). CLN3, a diferencia del resto,
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se expresa a lo largo de todo el ciclo y, a su producto se le atribuye la responsabilidad, al
menos en la célula madre, de catalizar el proceso de activación del complejo quinasa cuando la
célula está dispuesta para.acometer el punto START (Lew y Reed, 1992). Sin embargo, en la
célula hija las responsables parecen ser Clnlp y Cln2p (Lew y col., 1992; Lew y Reed, 1992;
Cross, 1995). La activación de Cdc2Sp por las ciclinas en GI determina, por un lado, la
polarización del citoesqueleto de actina en el lugar de emergencia de la yema (Lew y Reed,
1993), estadio previo a la emergencia de la misma; por otro lado, determina la división del
cuerpo polar del huso (SPB) y el inicio de la replicación del genoma. También está descrito,
que dicha interacción, es capaz de activar la proteína quinasa Pkclp (Gray y col., ¡997)
implicada, entre otros procesos, en el crecimiento polarizadb que detennina la emergencia de
la yema (Zarzov y col., 1996; Gray y col., 1997).
Dentro de las ciclinas B se pueden distinguir dos subgrupos, de acuerdo con el
momento del ciclo celular en que actuan:
- Clb5p y Clbóp son imprescindibles para la progresión a través de la fase 5 del ciclo
celular (Bueno y col., 1991; Lew y Reed, 1992; Cross, 1995).
Clblp y Clb2p aparecen en la fase 5 y tienen su mayor expresión transcripcional en la
fase G2/M; ambas se unen a Cdc28p activándola y permitiendo el paso a través de la fase
M (Ghiara y col., 1991; Surana y col., 1991). Para completar los últimos estadios de la
mitosis y más concretamente el paso de la anafase a la telofase, es necesario que se
desacople el complejo Cdc28p-Clb2p (Surana y col., 1993); lo cual, además, determina
la polarización del citoesqueleto de actina a la zona del futuro septo, proceso necesario
para que se lleve a cabo la septación y separación celular con la que concluye el ciclo
celular (Lew y Reed, 1993).
La descripción del funcionamiento de la cidlinas, realizada anteriormente, puede hacer
pensar que la actuación de cada uno de sus grupos se encuentra circunscrita a momentos
discretos a lo largo del ciclo celular; sin embargo, existen evidencias sobre la influencia que
unos tipos de ciclinas ejercen sobre la actuación de los otros. Así, la transcripción de las
ciclinas G2 depende de la activación de las ciclinas Gí (Epstein y Cross, 1992); las ciclinas G 1,
cuando están unidas a Cdc2Sp, determinan la inactivación de Siclp, que es un inhibidor de la
actividad quinasa de Cdc28p-Clb5p y Cdc28-Clb6p y, por tanto, se produce la entrada y
progresión por la fase 5 (Schwob y col., 1994; Sclmeider y col., 1996). También está descrito
que la actividad Cdc28p-Clb2p inhibe la transcripción de los genes CLIV! y CLN2 e induce la
degradación de sus productos por ubiquitinación (Amon y col., 1993; Blondel y Mann, 1996).
1.5.2. El final de la mitosis.
Saccharonzyces cerevisiae utiliza una significativa parte de su ciclo celular en la salida
de la anafase. La explicación que se ha propuesto a este hecho es que las células, antes de salir
de la mitosis y abordar un nuevo ciclo celular, han de comprobar la fidelidad de todos los
procesos recientemente realizados.
Clásicamente se ha involucrado a la desactivación del complejo Cdc2Sp-Clb2p, como
determinante para la salida de la metafase y en la entrada en la anafase del ciclo celular
(Murray y Kirschner, 1989); seguidamente se deterininó que la inactivación del complejo era
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precisa en la anafase y no en la salida de la metafase (Surana y col., 1993), como postulaban
los anteriores autores. En estos trabajos, (Surana y col., 1993), se atribuyó a la proteína
quinasa Cdcl5p la responsabilidad en la fosforilación del complejo Cdc2Sp-Clb2p y su
consiguiente desactivación y salida del ciclo (figuras 2 y 3).
Posterionnente se clonó y describió a Siclp como un inhibidor de la actividad Cdc28p-
Clb2p (Sclwob y col., 1994), el cual, además de la función ya mencionada en la fase GI del
ciclo, desarrolla su fijación inlibidora sobre el complejo Cdc28p-Clb2p en la anafase mitótica.
La mutación en el gen SIC] es sintética letal con la mutación en el gen DBF2, gen esencial
junto con DBF2O para la salida de mitosis (Toyn y col., 1996), lo que, a juicio de estos
autores, podría explicarse siDbflp y Siclp se encuentran en mecanismos paralelos, destinados
a producir la desactivación de Cdc28p-Clb2p y la salida de la anafase (figuras 2 y 3).
RecienteÑente se ha relacionado la salida de la anafase con la función de una serie de
proteínas que conforman el llamado ciclosoma o APC (Anaphase Promoting Comp/ex),
compuesto por, al menos, siete proteínas entre las que se encuentran: Cdclóp, Cdc23p,
Cdc26p, Cdc27p, Apclp y Cselp (Zachariae y col., 1996). Este complejo multiproteico es
capaz de reconocer una secuencia característica del extremo amino terminal de las ciclinas 8,
denominada destruction box, marcándolas para su ubiquitinación (Glotzer y col., 1991)
(figuras 2 y 3).
Existen evidencias qúe indican que el ciclosoma podría ser dirigido hacia el complejo
Cdc28p-Clb2p gracias a proteínas como Hctlp (Sclwab y col., 1997). Estos mismos autores
postulan que otra proteína, Cdc2Op, con elevada similitud estructural con Hctlp, podría
realizar la misma función, pero con diferente especificidad, marcando para su ubiquitinación y
posterior degradación a otros sustratos inhibidores de la progresión del ciclo a través de la fase
M, tales. corno Pdslp. Estos datos se encuentran avalados por el hecho de que los genes HCTI
y CDC2O no son esenciales, pero sí sintéticos letales. Esto, añadido a que las mutaciones en las
proteínas que configuran el ciclosoma producen la detención del ciclo, lo que implica que su
actuación ha de estar mediada por otras proteínas además de por Hctlp (Sclwab y col., 1997;
Hoyt, 1997).
En la figura 2 se muestra un esquema de los mecanismos implicados en la progresión
del ciclo celular y en la figura 3 se ilustran las diferentes hipótesispropuestas y mencionadas en
los párrafos anteriores, sobre la inactivación del complejo Cdc28p-Clb2p y la progresión a
través de la anafase.
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1.5.3. Mecanismos de control del cielo celular.
Como liemos visto hasta ahora, el ciclo celular se compone de tnia colección de
procesos, altamente ordenados y regulados, cuyo resultado es la duplicación de la célula. El
enfoque actual en la investigación del ciclo celular, se organiza en tomo al conocimiento de la
coordiííación de todo el conjunto de procesos que lo integran. La perfecta coordinación (le
todos los eventos del ciclo pennite que, cada uno de ellos, pueda realizarse e¡i el momento y
orden precisos.
Clásicamente se atribuía el orden del ciclo celular a un “reloj biológico” intrínseco a las
células (Hartwell, 1971a; 1-lartwell y col., 1974), encargado de determinar el niomento del
micio de cada proceso del ciclo. Actualmente, esta idea se la depurado significativamente,
llegándose hasta la propuesta de un ciclo celular secuencial, en el cual, para que un proceso
concreto tenga lugar, previamente ha de concluirse apropiadamente el anterior (1-lartweU y
Weinert, 1989; Elledge, 1996). En este razonamiento se halla implicita la idea de chec/cpomne o
l)uilto de control del ciclo celular, el cual podríamos definir como: “mecanismo bioquímico
encargado de asegurar el acontecimiento de un proceso, a la correcta consecución de otro
previo en el ciclo celular” (Elledge, 1996). De acuerdo con los precedentes expuestos, un
checkpomnt es un mecanismo capaz de detectar una disfimción en mi proceso trascendental para
la célula y detener el ciclo celular, procurando el tiempo necesario para que ésta sea subsanada
por los sistemas de reparación celular. De este planteamiento se deduce que los checkpomnts se
componen de tres partes (Murray, 1995):
- Sistema detector del defecto.
Sistema transmisor de la señal, desde el detectorhasta la maquinaria de progresión del
ciclo.
- Sistema efector: encargado de detener el ciclo celular y de la transcripción de genes
destinados a reparar la disfunción detectada.
La detención del ciclo celular determinada por un checkpomnt puede ser definitiva -hasta
que se solucione la anomalia responsable de la activación- o puede, simplemente, determinar
un retraso en el acontecimiento del siguiente proceso (Hartwell y Weinert, 1989; Toczyski y
col., 1997), lo que implica un paulatino decaimiento en la efectividad de la maquillaría del
checkpomnt encargada de la detención del ciclo.
En 5. cerevisiae se han descrito y caracterizado en profundidad tres puntos de control
del ciclo celular, que están encargados de señalizar: la presencia de daño fisico en el DNA
durante la replicación, la incorrecta duplicación del cuerpo polar del huso y la incorrecta
duplicación del DNA. Recientemente, han aparecido trabajos que proponen la existencia de
otros checkpomnts encargados de controlar el proceso de emergencia de la yema (Lew y Reed,
1995) y el inicio de la replicación del DNA (Toyn y col., 1995). Sin embargo, los mecanismos
bioquimicos implicados en estos dos últimos controles no se encuentran, en la actualidad, tan
bien definidos y descritos como en los tres primeros.
Según Murray (1995) podrían existir otros puntos de control, ya que, en algunos casos,
la parada del ciclo celular determinada por una mutación cdc puede enmascarar un chec/%pomnt.
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Esta aseveración se basa en que la parada del ciclo celular causada por un mutante cdc íuede
deberse a tres causas: (i) la mutación cdc produce una lesión que es detectada por un
chec/cpoint que detiene el ciclo celular, (u) la mutación cdc puede activar constitutivamente a
un checkpomnt y (iii) la mutación cdc inactiva un proceso esencial para la progresión del ciclo
celular. En los dos primeros casos la mutación cdc está enmascarando a un checkpoint como
responsable de la detención del ciclo celular. Elledge (1996) participa de este punto de vista,
puesto que él implica a mecanismos celulares de tipo chec/cpoint en procesos tales como: la
detección de células de tipo sexual opuesto, la coordinación del ciclo celular con el tamaño de
la célula, la restricción de la duplicación del DNA a una vez por ciclo, y la correlación de la
división del núcleo al proceso de gemacion.
1.5.3.1. Ch eckpo¡nt de daño en el DNA y de replicación del DNA
En respuesta a un DNA dañado o deficientemente replicado, las células de los distintos
organismos inducen una serie de respuestas destinadas a reparar los desperfectos. Entre ellas
cabe destacar la parada del ciclo celular en 01, 5 o 02, así como el incremento emx la
transcripción de genes implicados en fijaciones de reparación y replicación del DNA (Hartwell
y Weinert, 1989).
El gen CDC13 codifica una proteína que se une a los telómeros de los cromosomas,
llevando a cabo una función protectora de los mismos, de modo que un mutante cdcl3
termosensible acumula DNA monocatenario en los telómeros de sus cromosomas, deteniendo
el ciclo celular en la fase 02 (Garbilc y col., 1995). Se han encontrado cuatro genes (RAD9,
RADI7, RAD24, MECí) necesarios para la parada del ciclo celular en 02 de los mutamites
cdcl3 (Weinert y col., 1994; Lydall y Weinert, 1995). Radl7p presenta homología comi
exonucleasas, lo cual hace pensar que puede estar involucrada en modificar el daño producido
en el DNA para generar la señal del checkpoint (Lydall y Weinert, 1995). Rad24p pmeseixta
similitud con proteínas que se unen a DNA monocatenario, lo que la imí>lica en el
reconocimiento de la lesión (Grifflths y col., 1995). Pol2p (subunidad e de la DNA polimerasa)
es la responsable de detectar las anomalias en la replicación del DNA durante la fase 5 (Navas
y col., 1995).
En el sistema de transducción de la señal de daño fisico en el DNA y de deficiente
replicación del mismo, se hallan implicadas las proteínas Meclp y RadS3p. Mec IP es una
proteína de la familia de las fosfoinosítido quinasas, RadS3p es otra quinasa, que es fosforilada
y activada en respuesta a daño fisico en el DNA. La activación de RadS3p es dependiente de
Pol2p, Rad9p y Meclp, lo que la coloca por debajo de todas ellas en la ruta de transducción de
la señal (Navas y col., 1996; Sánchez, 1996; Sun y col., 1996).
Los efectores de la ruta han de desempeñar una doble función: desencadenar la
transcripción de genes implicados en la reparación de DNA y detener la progresiómí del ciclo
celular. Existe un activador transcripcional llamado Duníp, que sufre un incremento notable en
su actividad, de manera dependiente de Rad53p y de Meclp, cuando existe una lesión en el
DNA. Dunlp, junto con otros activadores transcripcionales simi] ares, activa la transcripción de
numerosos genes, cuyos productos son requeridos para la reparación del DNA (Navas y col.,
1996). El mejor candidato para ejecutar la parada del ciclo en la fase 02 del ciclo celular es la
proteína Pdslp, ya que los mutantes en el gen PDSI no detienen el ciclo celular en respuesta a
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la radiación ‘y o a la presencia de mutaciones cdcL3 (Yamnamoto y col., 1996), si bien cl
mecanismo por el cual Pdslp detiene el ciclo celular pennanece sin ser determinado.
En la levadura de fisión Schizosaccharornyces pombe, el mecanismo de estos dos
checkpoints es paralelo al exhibido por 5. cerevisiae. Sin embargo, al contrario que en 5.
cerevisiae, en 5. poníbe se encuentra perfectamemite definido que la detención del ciclo celular,
se lleva a cabo a través de la inactivación de Cdc2p (Murray, 1995; Elledge, 1996; Nurse,
1997), homóloga de la proteína Cdc28p de 5. cerevisiae.
1.5.3.2. Clieckpoint del cuerpo polar del buso.
El cuerpo polar del huso, equivalente al centrosoma en cucariotas superiores, comienza
a duplicarse al final de la fase Gí, cuando la célula supera el punto START. Estos cuerpos
polares emiten unas fibras microtubulares a las que, a través del cinetocoro, se anclan los
centrómeros de los cromosomas. Cuando los cromosomas se hallan dispuestos en la placa
metafásica, el sistema del cuerpo polar del huso se encarga de transportar una cromátida de
cada cromosoma a cada una de las células.
Existe un checkpoint encargado de prevenir la entrada en la anafase hasta que todos los
procesos descritos anteriannente hayan sido llevados a cabo de forma correcta (Elledge,
1996). Este mecanismo, se supone, que es capaz de detectar diferentes fenómnenos como: la
concentración de tubulina libre en el citoplasma, la unión de los microtúbulos al cinetocoro y la
tensión de los microtúbulos en el cinetocoro. Cualquiera de ellos puede aportar información
acerca de anomalias en el funcionamiento del proceso de la segregación cromosómica (Elledge,
1996).
Las proteínas Madlp, Mad2p, Mad3p, (Mitosis Arrest Deffect) (Hereford, 1974) y
Bub Ip, Bub2p y Bub3p (Budding Unmnhibited by Benonzy/) (Hoyt y col., 1991) no son
esenciales, pero su ausencia, cuando las células están en presencia de inhibidores de los
microtúbulos, produce aberraciones en la mitosis y muerte celular. Estas proteínas, junto con
Mpslp (Winey y col., 1991), son precisas para que se retrase la anafase en células que portan
cromosomas con los centrómeros mutados. Existen resultados que indican que Bub Ip, Bub3p,
Mad2p y Mpslp podrían formar un complejo proteico en el cínetocoro y ser las responsables
de señalizar cualquier anomalía en su funcionamiento (Rudner y Murray, 1996). El complejo se
fosforila como resultado de anomalías en el cinetocoro, activando por fosforilación a Mad IP
que, a su vez, activa a Mad3p y Bub2p. (Rudner y Murray, 1996).
Se postula que Cdc28p-Clb2p puede verse involucrada en el mecanismo a través del
cual se detiene el ciclo celular en la metafase. Así, la activación del chec/%point actuaría sobre el
complejo Cdc28p-Clb2p, a través de un mecanismo en el que se propone al inhibidor del ciclo
celular Pdslp, como el responsable de la actuación sobre Cdc28p-Clb2p y la consecuente
parada del ciclo celular al final de la metafase (Rudner y Murray, 1996).
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2. MORFOGÉNESIS Y POLARIDAD DE & cerevisiae.
2.1. LA PARED CELULAR.
Las células de 5. cerevisiae se encuentran cubiertas por una superficie rígida llaniada
pared celular. La pared celular, además de conferir protección a las células frente a las
vanaciones de las condiciones del medio, determina la forma celular, lo que le hace ser ulla
pieza clave emí la morfogénesis de este organismo.
La pared celular, a pesar de ser una estructura rígida, ha de permitir que ocurran
procesos tales como: la emergencia y crecimiento de la yema, la formación de las
prolongaciones del proceso de conjugación o shrnoos, la separación celular, etc. La clave para
resolver esta aparente paradoja hay que buscarla en la fina regulación que presentan los
mecanismos biosintéticos y degradativos en cada uno de los procesos en que la pared se ve
implicada (Cabib y col., 1997).
2.1.1. Composición y arquitectura de la pared celular.
La pared celular de 5. cerevisiae se encuentra fonnada, básicamente, por tres tipos de
poliineros: 13-glucano, quitina y manano. El componente mayoritario de la pared celular es el
glucano, que forma un entramado donde se anclan las manoproteinas. La quitina es el
componente más escaso, hallándose restringido, casi exclusivamente, al anillo que rodea la
zona de septación y a la cicatriz de gemación que deja este proceso en la pared de la célula
madre(Horisberger y Volanthen, 1977; Bulawa, 1993; Cid y col., 1995).
El glucano está formado por largas cadenas de moléculas de glucosa unidas por enlaces
de tipo [3-1,3-0-glucosídico. El [3-1,3-glucano se caracteriza por su solubilidad en medio
alcalino. Hay una pequeña proporción de glucano insoluble en álcali, pero soluble en una
solución de ácido acético, formado por cadenas de moléculas de glucosa unidas por enlaces de
tipo [3-1,6-0-glucosidico. Existe un tercer tipo de glucano, insoluble tanto en soluciones de
ácido acético como en soluciones alcalinas, que se encuentra formado por cadenas de glucosa
unidas por enlaces [3-1,3-0-glucosídicos, cuyo extremo no reductor se une, a través de un
enlace [3-1,4,al extremo reductor de una cadena de quitina (KolIár y col., 1997).
La quitina está compuesta por monómeros de [3-1 ,4-N-acetilglucosamina, las cadenas
dc este compuesto se asocian wias con otras a través de puentes de hidrógeno, forníamido
microflbmillas.
El manano es un polímero compuesto por unidades de manosa, unidas covalentemnente
a diversas proteínas a través de enlaces O- o N-gllcosídicos. También se la descrito que, a
través de mía molécula de GPI (glicosil-fosfatidil-inositol), diferentes manoproteínas se pueden
unir, por su extremo carboxilo tenninal, a la membrana plasmática (Ferguson, 1991).
En cuanto a la arquitectura, la pared celular se dispone en diferentes capas, una exterior
con aspecto fibroso y rica en manoproteinas y otra interior, menos organizada y dividida a su
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vez en dos zonas: la más interna y próxima a la membrana celular es rica en proteínas, miemitras
que la más externa y en contacto con la capa rica en manano, se caracteriza por poseer una
elevada proporción de [3-1,6-glucano(Klis, 1994; Orlean, 1997). El glucano es el responsable
de crear un entramado en el cual se embeben las diferentes manoproteííias, que se encargan no
tanto del mantenimiento de la forma de la pared, como de funciones encaminadas hacia el
dinamismo y la morfogénesis de la misma.
De acuerdo con la idea de dinamismo de la pared celular es previsible encomiar
variaciones importantes em¡ su composición, por ejemplo en el desarrollo de la yema, la cual
carece casi completamente de quitina y cuya composición de manoproteimias es diferente a la de
las células maduras, permitiendo que tengan lugar la gran cantidad de fenómenos dinámicos
precisos para la emergencia y desarrollo de la misma (De Nobel y col., 1991). Otro ejemplo lo
encontramos en las proyecciones características del proceso de apareamiento que, además de
presentar diferente composición de manoproteinas, poseen un glucano con elevada pmoporción
de enlaces [3-1,6y una cantidad de quitina tres veces superior a la de las células vegetativas
(Fleet, 1991; Cid y col., 1995).
La responsabilidad de las variaciones en la pared celular debemos buscarla en la
regulación de las enzimas tanto biosintéticas como hidroliticas de la misma. Sin ánimo de
realizar un análisis exhaustivo, entre las enzimas biosintéticas encontramos: Chslp, Chs2p,
Cls3p, Chs4p y Chssp responsables de la síntesis de la quitina. Chs3p requiere de la actividad
de Chs4p y Chs5p para la síntesis de la quitina del anillo de la base de la yema y la proyección
del proceso conjugativo y, por su parte, Chs2p parece implicado en la síntesis de quitina en la
fonnación del septo primario. Entre las enzimas implicadas en la síntesis del [3-1 ,3-glucano
encontramos a Fkslp y Fks2p (Foor y col., 1994; Castro y col., 1995) y en la del [3-1,6-
glucano a los productos de los genes KRE 1,5,6,9,11 (Boone y col., 1990; Brown y col.,
1993)» Entre las enzimas hidroliticas están las glucanasas (endo y exoglucanasas), que actúan
sobre el esqueleto del ~3-glucanoen los procesos de gemación, conjugación y crecimiento de la
pared (Nombela y col., 1988; Fleet, 1991; Larriba y col., 1995; Orlean, 1997). Existe también
en la pared una actividad quitinasa, fundamental para la separación de la célula hija tras la
septación (Kuranda y Robbins, 1991).
2.1.2. Mutantes líticos.
Para abordar el estudio de la pared celular se han utilizado numerosas aproxunaciones
experimentales, tales como: el empleo de antibióticos específicos frente a algún componente de
la pared, el estudio de mutantes hipersensibles al blanco de calcoflúor y por tanto afectados en
la sintesis de la quitina, el estudio de mutantes resistentes a la toxina Idi//er y por tanto
afectados en la síntesis del [3-glucano(Brown y col., 1993) y el aislamiento y estudio de
productos de secreción de protoplastos (Pardo y col., 1998). Sin embargo, la aproximación
más clásica para el estudio de la pared ha sido el análisis de aquellos mutantes cuya
característica fenotípica es producir la lisis de las células. En cuanto al fenómeno litico, se
pueden distinguir dos tipos de mutantes: aquellos en los que el defecto lítico es
complementable mediante la estabilización osmótica del medio de cultivo y aquellos en los que
la estabilización osmótica no remedia el defecto litico (Torres y col., 1991). El que un mutante
lítico sea osmorremediable se puede explicar gracias a que la fimnción protectora de una pared
defectuosa es compensada por una mayor presión osmótica del medio; éste es el caso del
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mtmtante lítico /yt2 (mutación en el gen SLT2 que codifica una proteína quinasa de la familia
MAP) (Torres y col., 1991), así como de todos los mutantes de esta ruta de transducción de
señales requerida para la integridad celular a elevada temperatura (Martín y col., 1993; ExTede
y col., 1995). Existe otro grupo de mutantes liticos cuyo defecto no es suprimido por la
presencia de estabilizadores osmóticos, lo que indica que la mutación afecta a algún proceso
celular distinto de la integridad de la pared, pero, como efecto secundario, ésta se ve afectada.
Por tanto, la causa primaria de la lisis en estos mutantes no hay que buscarla en una
detenninada disfunción de la capacidad protectora de la pared, este es el caso del mutante 1)2(1
(Molero y col., 1993).
2.2. MORFOGÉNESIS DE & cerevisiae.
Un amplio campo de estudio, con profimdos interrogantes, a pesar de los significativos
avances que se están logrando, es el referido al conocimniento de la forma de 5. cerevisiae:
cómo se detennina, cómo se genera, los diferentes patrones de desalTollo y las características
que éstos confieren a la célula. Básicamente disponemos de dos tipos de herramientas para el
estudio de la morfología de un organismo: la primera es la observación del desarrollo normal
del organismo a lo largo de su ciclo vital y la segunda se basa en el estudio de aquellos
mutantes que muestran una morfología diferente a la habitual (Harold, 1995).
2.2.1. Coordinación de la ¡norfogénesis con el ciclo nuclear.
Conjuntando las dos técnicas de estudio enumeradas anteriormente, se lía pretendido
conocer cómo las modificaciones que sufre la morfología de una célula de 5. cerevisiae, es
decir, su ciclo morfogenético, está determinado por, o coordinado con el ciclo nuclear.
El abordaje de esta cuestión nos lleva, una vez más, a la proteína quinasa Cdc28p, la
cual, además de dirigir la progresión a través del ciclo celular, es la responsable de disparar el
inicio de numerosos fenómenos morfogenéticos, coordinándolos con el correspondiemíte
estadio del ciclo celular (Lew y Reed, 1993).
El mecanismo de acción propuesto para esta proteína quinasa se basa en la distinta
especificidad que manifiesta, en los distintos momentos del ciclo celular, por las diferentes
ciclinas. Así, para la emergencia de la yema al final de la fase GI, es necesario que Cdc2Sp se
encuentre activado por la unión de las ciclinas Clnlp, Cln2p y Cln3p (Lew y Reed, 1993; Gray
y col., 1997). Del mismo modo, es necesario que Cdc28p esté unido a las ciclinas Clb5p y
Cln6p para que ocurra la despolarización del crecimiento de la yema y ésta crezca de modo
isotrópico. Por último, al final de la mitosis es necesario que el complejo Cdc28p-Clb2p se
inactive, para que se produzca la polarización del crecimiento en la zona del septo (Lew y
Reed, 1993).
El mecanismo central de coordinación se encuentra apoyado, además, por otros
dispositivos encargados de asegurar que todos los procesos ocurran de manera ordenada y
correcta. A estos mecanismos se les conoce por el nombre de checkpoints (ver apartado 1.5.3.
de este capítulo). Otra ayuda al sistema principal de control se manifiesta por la existencia de
proteínas inhibidoras de la actividad de Cdc28p, tales como Farlp, Pdslp y Sic Ip que, sin
duda, contribuyen a la perfecta coordinación de los ciclos morfogenético y nuclear.
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Una pequeña correlación de los eventos de ambos ciclos se muestra en la tabla 1.
Tabla 1: Sincronización del ciclo nuclear y morfogenético.
FASE DEL CICLO EVENTOS EVENTOS MORFOGENÉTICOS
NUCLEARES
FINAL DE Gí -División del SPB. -Ensamblaje de las septínas en el punto de
(START) gemacion.
-Polarización de la actina hacia el l)umlto de
Cdc28p umdo a CIní, gemacion.
Cln2p y Cln3p.
-Emergencia de la yema y crecimiento
polarizado de la misma.
FASE 5 :Separación del -Crecimiento isotrópico de la yema.
SPB.
Cdc2Sp unido a ClbSp y
Clbáp. -Replicación del
DNA.
FASE G2 -Despolarización de la actina.
FASE M -Segregación de las
cromátidas.
Cdc28p
Clb2p. Anafase -División delnúcleo
y migración a la
yema.
Inactivación -Polarización de la actina en la región del
Cdc28p. septo
-Formación del septo.
-Separación celular.
FASE Gí -Migración del SPB -Crecimiento de la célula hija.
(TEMPRANA) frente al próximo
punto de polaridad. -Selección del siguiente punto de
polaridad.
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2.3. LA POLARIDAD CELULAR.
Las células de 5. cerevisiae, a pesar del aspecto oval y aparenteniente sencillo que
presentan, se encuentran polarizadas, es decir, disponen de una orientación o, más
gráficamente, presentan una disposición asimétrica (Chant, 1996b). 5. cerevisiae manifiesta su
asimetría o su polaridad, en dos momentos del ciclo celular: durante el proceso de
conjugación, con la formación de las proyecciones de apareamiento o shrnoos y en el proceso
de gemación, con la aparición de la yema, siguiendo un patrón determinado y constante.
La gemación es una división celular asimétrica, donde la yema crece y la célula madre
mio. Las células, antes de la emergencia de la yema, sufren un intenso proceso de polarizacióm,
gracias al cual, se focalizan todos los componentes de la maquinaria biosintética miecesarios
para la emergencia y crecimiento de la yema, en un lugar concreto de la superficie de la célula
madre. El lugar hacia el que se polariza la maquinaria celular no se elige al azar, sino que
existen patrones internos que determinan el lugar preciso donde se ha de dirigir la polaridad
celular. En Saccharontyces existen dos patrones de polaridad diferentes (Chant y Pringle,
1995):
- Patrón axial. Característico de las células haploides de ambos tipos sexuales,
determina que la nueva yema emeija contigua a la cicatriz producida por la gemación de
la anterior ronda de <división celular o, en el caso de tratarse del primer proceso de
gemación que realiza esa célula, la emergencia de la yema será de forma contigua a su
cicatriz de nacimiento.
- Patrón bipolar. Característico de cepas diploides, obedece a señales permanentes que
marcan los poíos de las células y determina que la célula hija geme de forma distal a su
cicatriz de nacimiento, mientras que la célula madre puede elegir, bien el poío distal a su
última gemación o bien el proximal. Esta elección depende del tiempo que la célula
madre haya tardado en abordar el nuevo proceso de gemación y es debido al carácter
transitorio de las señales que marcan el poío proximal. Así pues, células que hayan sido
sometidas a ayuno, lo que les hace detener el ciclo en la fase G 1, eligen para la nueva
gemación el polo distal (Roemer y col., 1996).
En el proceso de conjugación, la polarización de las células no es gemíerada por un
patrón interno, como en el caso de la gemación, sino que el eje de polaridad es oriemítado hacia
un lugar de la superficie celular, a través del cual, se recogen las señales que indican la
proximidad de una célula de tipo sexual opuesto.
Los diferentes patrones de polaridad celular exhibidos por 5. cerevisiae, se
esquematizan en la figura 5.
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En torno a la polaridad celular hay dos cuestiones clave, alrededor de las cuales se
desarrolla gran parte del trabajo en este campo: ¿cómo genera la célula un eje de polaridad de
una forma rápida, precisa y programada?, ¿cómo elige la célula la orientación del eje de
polaridad? (Chant, 1994). Las respuestas, si bien en numerosos aspectos perinamiecen sin
aclarar, las intentaremos abordar a continuación.
2.3.1. ¿Cómo se elige el eje de polaridad celular en el proceso de gemación?
Es decir, ¿cómo se determina el punto hacia el que se ha de dirigir la polaridad celular
para generar la nueva gemación? Se han encontrado mutantes que son mcapaces de orientar la
gemación de acuerdo con los patrones previamente descritos, siendo éste el único proceso
afectado ya que el resto de funciones celulares son totalnente normales (Chant, 1994). Este
CONJUGACIÓN
a
u
It
4’
Figura 5Poi~ti4á4’¿4#la4lisige iqr~a~ 4e semación y de
co»jugadón, A la n~juz04a~g0maon$n4~ hap1oid~ «~atr4mx alsO y diploides
(patróntipolor> Mu 4&~li<ori~ntn0i6xi de iojojaii&d ha0ia 1~ c4lulu de
tipsvsexuaIpvu9stp n elprdceao dc conjuga
22 lNTI«)DU(.tlÓN
hallazgo implica a los genes mutados en la elección del correcto sitio de gemación. Emitre ellos
existen diferentes grupos:
- Grupo 1: en él se recoge a todos aquellos mutantes que presentan un patrón de
gemación al azar, son los mutantes en los genes BUDI/RSRJ, BUD2 Y BUDS (l3em¡der y
Pringle, 1989; Chant y Herskowitz, 1991; Cbamit y col., 1991; Chant, 1994; Roemer y
col., 1996).
- Grupo 2: mutantes que tienen afectado el patrón de polaridad axial, desplazando ésta
hacia las señales pennanentes de polaridad que residen en los poíos, son los mutamites en
los genes BUD3, BUD4, BUDJO/AXL2 y AXLI (Chant y Herskowitz, ¡991; Sanders y
Herskowitz, 1996; Halne y col., 1996; Roemer y col., 1996).
- Grupo 3: mutantes que presentan alteraciones en el patrón de gemación bipolar, pero
no en el axial, son los mutantes en los genes BUD6, BUD7, BUD8 y BUD9. (Zalmer y
col., 1996).
BUD] codiflca una proteína con actividad GTPasa, de pequeño tamaño, perteneciente
a la familia de las proteimias Ras (Bender y Pringle, 1989). Se localiza en la membrana
plasmñtica y se propone que es activada en el lugar donde va a emerger la yema. La activación
se produce gracias a la unión a GTP, determinada por la acción de Bud5p (Michelitcb y Chant,
1996), la cual actúa como <proteína intercambiadora de GDP por GTP (GEF) (Chant y col.,
1991). El ciclo lo cierra Bud2p, que es una proteína GAP, por tanto, capaz de promover la
capacidad GTPasa de Budlp, inactivándola (Park y col., 1993). A este grupo de proteínas,
debido a la función crucial en la determinación del lugar de gemnación, se le conoce como el
sistema general de polaridad.
El gen BUD3 codifica una proteína que se expresa tanto en células haploides como en
diploides, su fbnción es esencial para el establecimiento del patrón axial y totalmente
prescindible para el bipolar (Chant, y col., 1995). Por ensayos de inimunofluorescemicia, se ha
determinado que colocaliza con el doble anillo de septinas en el cuello entre la célula madre y
la hija (Chant, y col., 1995), si bien su ubicación, al contrario que las septinas que se ensamblan
antes de la emergencia de la yema, no ocurre hasta bien avanzado el crecimiento de la misma
(Chant, 1 996b). Se ha propuesto que Bud3p participa en la determinación del patrón axial de
gemación atrayendo hacia el lugar elegido al sistema general de selección de la polaridad,
integrado por las proteínas Budlp, Bud2p, y Budsp (Chant, y coL, 1995). No obstante, el
detalle molecular de la selección del patrón axial de gemación permanece sin esclarecer.
Otras proteínas esenciales para el desarrollo del patrón axial son Bud4p, que colocaliza
espacial y temporalnente con Bud3p y BudlOp/Axl2p, proteína transmembranal que colocaliza
espacialmente con las dos anteriores, pero aparece previamente y de fonna paralela a las
septinas (Sanders y Herskowitz, 1996; Halme y col., 1996).
La propuesta actual para el mecanismo de acción de las proteínas Bud3p, Bud4p y
BudlOp se basa en que podrían estar involucradas en marcar el sitio para el ensamblaje de las
septinas en el siguiente ciclo de división, dirigiéndolas a una localización contigua a ellas, lo
que, en definitiva, determina el patrón de polaridad axial y, por ello, la nueva gemación tendría
lugar emi un emplazamiento contiguo al anterior.
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Cabe preguntarse: ¿por qué en las células diploides no se determimia el patrón de
polaridad axial a pesar de que Bud3p, Bud4p y BudlOp se expresan y se localizan
correctamente? La respuesta podríamos encontrarla en la proteína Axííp’ que únicamente se
expresa en haploides y es imprescindible para que aparezca el patrón axial. Axí Ip es una
proteasa implicada en la degradación de las feromonas del proceso de conjugación (Adames y
col., 1995) y. se supone, que podría estar implicada, bien en la activación por proteolisis de
algún componente necesario para la polaridad axial, o bien, ser la responsable de la
degradación de un supresor del patrón axial, lo que enmascararía este patrón en células
diploides (Chant, 1996b).
Se ha propuesto que el patrón bipolar típico de células diploides depende de señales
permanentes que marcan los poíos de las células, es decir, de señales que marcan la región de
la última gemación y el extremo opuesto. Se han buscado mutamites que tengan afectado el
patrón bipolar de gemación, pero no el axial, intentando localizar genes implicados
exclusivamente en el marcaje de los polos y el patrón bipolar. La mutagénesis fue realizada
sobre una cepa haploide bud3, seleccionándose aquellos mutantes que presentaban un patrómm
de gemación al azar. Para eliminar los mutantes que tuviesen afectadas las funciones de]
sistema general de polaridad, es decir, los genes BUD], BUD2 y BUDS, se transformaron los
mutantes con el gen BUD3 y se seleccionaron aquellos que mostraban un patrón axial. Los
mutantes así generados resultaron estar afectados en los siguientes genes:
- BUD2 y BUDS. Esio puede querer indicar que los nuevos alelos mutantes generados
están afectados, únicamente, en lo referente a la interacciómi con las señales de polaridad
bipolares y no con las axiales. Este hallazgo confiere un interesante carácter modular al
sistema general de polaridad, destinado a diferenciar las señales bipolares de las axiales
(Zahner y col., 1996).
- SPA2 y BNIJ. Las mutaciones en ambos genes confieren la pérdida del patrón bipolar,
sin afectar el axial, pero no se dispone de explicación para este hecho.
- Por último, se aislaron un grupo de mutantes afectados en cuatro genes mio
caracterizados: BUDÓ, BUD?, BUD8 y BUD9. Estudios preliminares indican que Bud8p
podría estar implicado en marcar el polo distal, ya que cepas bud8 geinan por el polo
proximal. Bud9p podría estar implicado en marcar el poío distal específicamente en la
célula hija (Zabner y col., 1996). Budáp interacciona con actína y los mutantes budó,
además de las alteraciones en el patrón bipolar, presentan otros defectos en la separación
nuclear y en la citoquinesis (Amberg y col., 1997).
El estudio del patrón bipolar de gemación, a pesar de los estudios preliminares que se
están realizando, permanece aún fuera de nuestro conocimiento, e incluso los resultados aquí
mostrados son puestos en tela de juicio por sus autores, aduciendo la imposibilidad de
descartar que el defecto observado en el patrón bipolar no sea sino un efecto secundario de la
mutación (Zahner y col., 1996).
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2.3.2. ¿Cómo se instaura el eje de polaridad?
La segunda pregunta que nos planteábamos al comenzar este apartado hace referencia
a cómo, una vez elegido el lugar en el que se va a realizar la gemación, se dirige a aquella zona
toda la maquinaria celular destinada a realizar el proceso de gemación o de proyección de la
estructura de conjugación. En definitiva, cómo se genera y mantiene el eje de polaridad dentro
de la célula.
Está descrita la interacción de Budlp activo, es decir, unido a GTP, con Cdc24p (Park
y col., 1997), la cual, además, actúa como factor intercambiador de GDP por GTP (GEF) de la
proteína GTPasa de pequeño tamaño Cdc42p (Zheng y col., 1993). Las mutaciones em¡ los
genes CDC42 y CDC24 eliminan la capacidad de gemar, y por tanto las células crecen de
forma isodiamétrica, lo cual implica a Cdc24p y Cdc42p como responsables de la generación
del eje de polaridad. También está descrita la capacidad de Cdc24p y de Cdc42p activado de
interaccionar con la proteína Bemlp (Chenevert y col., 1992), la cual puede unirse con los
filamentos de actina, postulándose que pudiera ser el eslabón que une los filamentos de actimia a
la maquinaria de instauración de la polaridad (Chenervert y col., 1992; Leeuw y col., 1995).
Con todos estos antecedentes, la hipótesis actual acerca de la instauración de la
polaridad podría resumirse del siguiente modo (figura 6): Budlp, a pesar de su localización a
lo largo de toda la superÉcie de la zona interna de la membrana celular, sería activado
únicamente en un punto concreto por la acción de la maquinaria encargada de la elección de la
polaridad (Michelitch y Chant, 1996). Esta activación le permitida interaccionar y reclutar al
sitio de polaridad a Cdc24p, que es la GEF de Cdc42p, la cual, en su forma activa, interacciona
con Bern Ip que, a su vez, dirige hacia ese punto a los filamentos de actina. Cdc42p tambiémi
interacciona con el módulo PAR., formado por Ste2Op (Cvrcková y col., 1995) imuplicado,
igualnente, en la interacción con el citoesqueleto de actina.
Para el mantenimiento del crecimiento polarizado, se ha obsemvado la esencialidad de
otras GTPasas de pequeño tamaño, conocidas como Rhoí-4p, las cuales podrían ser activadas
por Cdc42p (Matsui y Toh-e, 1992; Yamochi y col., 1994; Chant y Stowers, 1995).
Un esquema de todo el proceso de elección del eje de polaridad, así como de su
instauración, por la acción de la cascada de activación de las distintas GTPasas enumeradas
anteriormente, se muestra en el figura 6.
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Hasta ahora hemos descrito lo que se conoce sobre la mnaquinar¡a encargada dcl
establecimiento de la polaridad en el proceso de gemnaciómi, pero existe otro inomuemito cmx el
ciclo vital de la levadura cmi el que se requiere una nueva polarización de la célula: cl proceso
de conjugación.
A diferencia de la gemación, en la conjugación, la señal que desencadena el proceso es
externa y está vinculada a un gradiente de concentración de ferommíomas del tipo sexual opuesto
en el medio (Dorer y col., 1995). La respuesta celular a estos estímulos ya la hemos descrito en
el apartado 1.2. del presemíte capítulo de introducción. Sin embargo, en este nxorneumto ¡¡ay que
añadir al proceso de parada del ciclo celular y expresión de genes implicados emm el proceso de
conjugación, descrito previamente, todos los procesos inorfogeiméticos y de íwlaridad que
determinan la apariciómí de la proyección conjugativa.
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El primer problema que ha de solucionar la célula, reside en la modificación del patrón
de polaridad que ocurre en el proceso de apareamiento. Es decir, las células han de obviar las
señales de polaridad axial para dirigir ésta hacia el gradiente de feromonas. En este proceso
parece implicada la proteína Farlp, la cual, ademñs de estar encargada de detener el ciclo
celular en la fase GI, actúa en el proceso morfogenético de la formación del shnioo, ya que su
ausencia impide que las células orienten las proyecciones conjugativas adecuadamente (Valtz y
col., 1995; Roemer y col., 1996). También se ha determinado que, cuando las células se
encuentran en presencia de feromonas, la expresión de BUDIO y de BUD4 está muy
disminuida (Roemer y col., 1996; Holme y coL, 1996).
Se postula que la unión de la feromona al receptor, además de desencademiar la cascada
de respuesta descrita, sirve para marcar el lugar de polaridad al que el citoesqueleto ha de
reorganizarse (Roemer y col., 1996). Recientemente se ha descrito la interacción de Cdc24p
con las subunidades [3yde la proteína G heterotrimérica, responsables de la activación de la
cascada de conjugación (Leberer y col., 1997; Nern y Arkowitz, 1998). Cdc24p es capaz de
activar a Cdc42p y de unirse a Bemlp (Park y col., 1997), determinando la polarización del
citoesqueleto de actina hacia el punto de recepción de las feromonas.
2.3.3. Localización del lugar de septación: las septinas.
Como ya hemos expuesto, las células de 5. cerevisiae tienen genéticamemite
determinado un patrón para la elpcción del punto de gemación, hacia el que polarizan la
maquinaria biosintética y donde crece una yema hasta que presemíta un tamaño similar al de la
célula madre. Lógicamente, las células también han de tener determinado dónde y cuámido
construir el septo que las separe e independice. La regulación temporal parece estar
desencadenada por la desactivación del complejo Cdc28p-Clb2p (Lew y Reed, 1993), mientras
que el regulador espacial se cree que pudiera estar formado por una estructura en forma de
doble anillo, de 10 nni de espesor (Byers y Goetsch, 1976), que se encuentra emi la constricción
o cuello que existe entre la célula madre y la célula hija. El anillo de 10 nin está formado por
fibrillas, compuestas por cuatro proteínas llamadas septinas (Cdc3p, CdclOp, Cdcl Ip,
Cdcl2p) (Kim y col., 1991; Longtíne y coL, 1996; Chant, 1996a). Las cuatro proteínas son
estructurahnente similares (Flescher y col., 1993), sin embargo, el defecto en cualquiera de
ellas determina una septación deficiente (Cid, 1996) y la ausencia de citoquimiesis (Hamtwell,
¡97la).
El anillo de septínas se ensambla en la fase 01, aproximadamemíte quince minutos antes
de la emergencia de la yemna. Su ubicación, a través de un mecanismo no definido, está
relacionada con las señales de polaridad celular, ya que el anillo se ensambla en el lugar donde
se va a producir la emergencia de la nueva yema. La yema naciente brota atravesando el anillo
de septinas, el cual no se desensambla y permanece en dicha localización hasta la conclusión de
la septación.
Se piensa que la estructura de septinas sirve como molde para el ensamblaje de
diferentes proteínas encaminadas a desarrollar, entre otros procesos, funciones relacionadas
con la determinación del patrón de polaridad. Se ha descrito que junto a la estructura de
septinas aparecen proteínas como:
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- Bud3p que se localiza en la estructura de septinas instamites antes de la septación
(Chant y col., 1995).
- Bud4p también se colocaliza con las septínas, ensamblándose a la vez que Bud3p,
siendo esencial la ubicación de esta última para que Bud4p se localice (l-lahne y col.,
1996).
- BudlOp que se colocaliza con las septinas desde estadios tempranos de GI (Sanders y
Herskowitz, 1996).
La localización de la estructura de septínas, así como el estudio del fenotipo de los
mutantes de las mismas, hace suponer que dicha estructura también sirve de soporte a
elementos del mecanismo imnplicado en detenninar y en ubicar temporalnente el proceso de
septación; es decir, en virtud de mecanismos aún desconocidos, se cree que la estructura
generada por las septinas recibe señales de la maquinaria responsable de la progresión y comítrol
del ciclo celular, destinadas a la coordinación del proceso de septación con el resto (le eventos
celulares (Chant, 1996a), lo que determina la polarización del citoesqueleto de actina y con él
toda la maquinaria biosintética, hacia la zona donde se generará el septo.
Las septinas están implicadas, a su vez, en la biosíntesis del septo, ya que, los mutantes
en las septinas sintetizan perfectamente la quitina pero no son capaces de localizarla de forma
correcta en la zona del septo (Longtine y col., 1996). Se ha descrito la interacción de Cdc ¡Op
con Chs4p (integrante del complejo encargado de sintetizar la quitina del septo) a través de
una proteína intermediaria llamadaBni4p, definiéndose, al menos en parte, el detalle molecular
de la implicación de las septinas en la síntesis del septo (de Marini y col., 1997).
Las septinas también participan en la formación de la proyección de apareamiento,
debido a que aparecen en la base del shmoo y a que su mutación hace disminuir la capacidad de
apareamiento de las células (Kim y col., 1991; Ford y Pringle, 1991). Apoyando la implicación
de las septinas en el proceso de apareamiento, se ha determinado la interacción de la septina
Cdcl2p con la proteína Afríp, que se expresa sólo durante la conjugación y es esencial para la
formación de la prolongación conjugativa (Konopka y col., 1995). Otro argumnento más, que
muestra la implicación de las septinas en el proceso de apareamiento, lo encontramos en el
hecho de que los mutantes en las septinas no son capaces de localizar correctamnente la quitina
en la base del shrnoo (Longtine y col., 1996).
Además de estas cuatro septínas, recientemente se han encontrado otras dos, Spr3p y
Spr28p, que son especificas del proceso de esporulación, si bien en dicho proceso también se
ha detectado una elevada expresión de CdclOp (Longtine y col., 1996).
2.3.4. Implicación del citoesqueleto en la morfogénensis.
La actina mayoritaria, codificada por el gen ACTÍ (Novick y Botstein, 1985), se
organiza dando lugar a dos tipos de estructuras: filamentos y “parches”. Los parches son
acúmulos de actina, de estructura desconocida, que se concentran en los sitios de crecimiento
de la superficie celular durante los procesos de conjugación y de gemación. Se cree que los
parches de actina están anclados a invaginaciones de la membrana plasmática (Mulholland y
col., 1994); si bien, contradiciendo el estatismo que supone esta hipótesis, se ha descrito la
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rapidez con que estos parches se mueven a lo largo de toda la levadura (Waddle y coL, ¡996;
Doyle y Botstein, 1996), durante en desarrollo de la misma. Los fliamemitos de actina,
formados por monómeros de Actlp, se dirigen a los parches en las zonas de crecimiento
polarizado.
El citoesqueleto de actina está involucrado en la secreción polarizada de todos los
componentes necesarios para el crecimiento de la superficie celular. En este ámbito se ¡¡ami
descrito dos proteínas Myo2p y Myo4p (miosinas de clase V) como esenciales para el proceso
de secreción y se piensa que están implicadas en promover el transporte de vesículas a través
de los filamentos de actina, hasta el sitio de crecimiento polarizado (Govindan y col., 1995).
Para la secreción polarizada también es necesaria la proteimia Sec4p, capaz de unir GTP
y que se localiza en los sitios de crecimiento polarizado (Novick y Hremmwald, 1993). Sec4p
forma un complejo en la membrana con Sec8p y SeclSp, siendo responsables de la exocitosis
de las vesículas secretoras (Brewster y col., 1993; Novick y Breninwald, ¡993), indispensable
para la salida al espacio periplásmico de los precursores de la pared celular.
Otro elemento involucrado en la secreción de la quitina de la pared celular es la
tropomiosina, codificada por el gen TPMI (Liu y Brestcher, 1992).
En cuanto al citoesqueleto microtubular, hay resultados que lo excluyen de la secreción
de vesiculas (células tratadas con nocodazol, inhibidor de la formnación de microtúbulos, así
como mutantes en el gen de la tubulina, conjugan y geman perfectamente) (Huffaker y col.,
1988; Jacobs y col., 1988). Sin embargo, no se puede olvidar que es necesaria la orientación
del SPB hacia los lugares de crecimiento polarizado (Madden y col, 1992; Hyman y Stearns,
1992) lo cual sugiere que, tal vez, el citoesqueleto microtubular participe jmrto al citoesqueleto
de actina, pero dejando elpapel predominante a este último (Cid y col., 1995; Orlean, 1997).
2.3.5. Otros componentes esenciales para la morfogénesis de £ cerem’isiae.
Existen gran cantidad de proteínas relacionadas con la polaridad y la morfogénesis de
S. cerevisiae, si bien su función o los procesos en que intervienen no están totalmente
esclarecidos. Merecen mención especial un grupo de proteínas que se localizan en el lugar de la
yema incipiente y se mantienen polarizadas en la parte distal de la yema a lo largo de todo el
proceso de desarrollo de la misma. Entre ellas, encontramos a Spa2p (Snyder y col., ¡991),
cuya ausencia parece no tener efecto en el crecimiento, aunque recientes estudios la imivolucran
en el mantenimiento del patrón de gemación bipolar (Zalner y col.,1996). Spa2p, sin embargo,
parece desarrollar una función importante en el proceso de conjugación, ya que se localiza en
la zona apical de la proyección conjugativa y las cepas mutantes spa2 presentan una capacidad
disminuida para conjugar (Snyder y col., 1991). También encontramos en esta ubicación a la
calinodulina (Brockerhoff y Davis, 1992) y a proteínas relacionadas con el citoesqueleto de
actina, tales como Myo2p (Lillie y Brown, 1994), Abplp (4dm Biné//ng Erotein) (Drubin y
col., 1988) y Cap2p (Capping-Ictin FroteitO (Amatruda y Cooper, 1992).
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3. EL MIJTANTE lytJ DE &cerevisiae.
Los mutantes ip fueron aislados en una busqueda destinada a localizar genes cuyo
defecto confiriera un fenotipo lítico termosensible a las células (Cabib y Durán, 1975). Estos
autores sometieron a la cepa S288C de Saccharornyces cerevisiae a tratamiento con el agente
mutagétilco etil-metanosulfonato (EMS), crecieron las células a 250C y posterionnente las
replicaron en placas que contenían p-nitrofenilfosfato, incubándolas a 370C. Seleccionaron
aquellos clones capaces de crecer a 250C, pero que a 370C mostraban un femiotipo litico, el cual
se ponía de manifiesto debido a que la lisis de las células produce la liberación de la fosfatasa
alcalina, enzima estrictamente intracelular, capaz de hidrolizar el p-nitrofenilfosfato
produciendo p-nitrofenol, que a pH alcalino confiere coloración amarilla al medio de cultivo
adyacente a la colonia de células lisadas. De este modo se aislaron diferentes mutantes, entre
los que se encuentran los mutantes lytl y Iyt2 estudiados en nuestro laboratorio.
Se estableció que el mutante lyt2 porta una mutación en el gen SLT2/MPKJ (Torres y
col., 1991;Martiny col., 1993; Leeycol.,1993). La proteína Slt2p es una quinasa de la familia
MAP, pieza clave, por tanto, de una ruta de transducción de señales encabezada por la también
quinasa Pkclp. Esta última puede recibir el estimulo activador tanto del ciclo celular a través
del complejo Cdc28p-Clnl, 2 y 3p (Zarzov y col., 1996; Gray y col., 1997), como de un
supuesto receptor de la mewbrana plasmática llamado Hcs77p (Gray y col., 1997). Se postula
que Hcs77p es capaz de detectar los cambios fisicos que sufre la membrana cuando la célula es
sometida a elevadas temperaturas o a condiciones hipoosmóticas de presiómi (Gray y col.,
1997). Así pues, esta ruta está implicada, por una parte en el mantenimiento de la imitegridad
celular a elevadas temperaturas y por otra, en la morfogénesis de la yema en la fase G¡/S del
ciclo celular.
En cuanto al mutante lytl, en un primer intento por donar el gen cuyo defecto es
responsable del fenotipo lítico, se obtuvo el gen 8P012, previamente donado por Malavasie y
Elder (1990) debido a su implicación en el ciclo meiótico. Sin embargo, estudios posteriores
confirmaron que SPOJ2 es un gen supresor en multicopia del fenotipo lítico del mutante IytI
(Molero y col., 1993). Estudios del fenotipo del mutante Iytl desvelaron, además de la lisis, la
pérdida del patrón axial de polaridad, típico de las cepas liaploides de 5. cerevisiae (Molero y
col., 1993).
En estudios postenores, realizados en nuestro laboratorio, se demostró que el mutante
lytI se encuentra afectado en el gen CDCJS; a esta conclusión se llegó gracias a ensayos de
complementación llevados a cabo con una genoteca de 5. cerevisiae construida en el vector
centromérico YCp5O (Rose y col., 1987), clonándose el gen CDCI5 como responsable de la
complementaciómí de todos los defectos fenotípicos del mutante lytI. Este resultado se
encuentra avalado por el hecho de que una cepa diploide cdcls-1/lytl muestra un carácter
lítico similar al de una cepa lytI (Yuste, 1995; Jiménez y col., 1998).
El mutante cdcl5 se caracteriza por la detención del ciclo celular con la yema del
tamaño de la célula madre y los núcleos divididos (Culotti y Hartwell, 1971); si bien el aparato
microtubular no se encuentra desensamblado, lo que indica que las células han detenido el ciclo
celular en la anafase mitótica (Surana y col., 1993). La mutación odois-] ha sido, y es, muy
utilizada como herramienta para realizar la sincronización de cultivos de 5. cerevisiae, ya que,
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a 370C se consigue la detención de las células en la anafase mitótica, el retorno a temperatura
pennisiva devuelve la capacidad para seguir el ciclo normalmente, pero ya, de una forma
sincrómca.
El gen CDCJS es un gen esencial que codifica una proteína quinasa de 974
amrnoácidos (Schweitzer y Phhippsseh, 1991), con una estructura que podríamos calificar de
anómala, ya que, las proteínas quinasas, de modo general, presentan el dominio catalitico en el
extremo carboxilo terminal, mientras que CdclSp dispone los once dominios característicos de
las proteínas qumasas en el extremo amino terminal.
El homólogo en Schizosaccharornyces ponibe es el producto del gemi edel, que
muestra una elevada similitud en el dominio quinasa, pero no en el resto de la secuencia
(Fanlihauser y Simanis, 1994). El producto del gen cé/cí es esencial para el proceso de
septación en la levadura de fisión. Su sobreexpresión determina la aparición de numerosas
rondas de septación sin división nuclear y es capaz de complementar en un plásmido
multicopia, aunque muy pobremente, a un mutante cé/ciS-] de 5. cerevisiae (Fankhauser y
Siinaxñs, 1994). También se ha intentado donar, sin éxito hasta el momento, el homólogo em¡ la
levadura Candida a¡bicans, ya que nos encontramos ante un gen esencmal que podría, por
tanto, tener utilidad como diana para el diseño de antif’igicos (San José, comunicación
personal).
La función de la proteína CdclSp permanece sm determinar, aunque hay estudios que
la implican, directa o indirectamente, en la desorganización del huso mitótico y separación de
la membrana celular (Copeland y Snyder, 1993), basándose en que mutantes cdc15, incubados
a temperatura restrictiva, detienen el ciclo nuclear con el huso mitótido ensamblado y las
membranas nucleares sin dividir. Estudios posteriores relacionan a Cdc ISP con la
desactivación del complejo Cdc28p-Clb2p, responsable de la salida de la anafase mitótica, ya
que los mutantes cé/cIS-] detienen el ciclo celular en la anafase, presentando una elevada
actividad de la quinasa Cdc28p-Clb2p (Surana y col., 1993). Estos mismos autores, bipotetizan
sobre la posibilidad de que la parada del ciclo celular no sea debida al papel de Cdcl Sp en la
desactivación del complejo director del ciclo celular, sino que sea la expresión de un
mecanismo de control del ciclo celular (checkpomnt), que detectaría las anormalidades
conferidas por la mutación del gen CDCI5 y detendria el ciclo. Esta posibilidad es también
compartida por Murray (1995), autor que defiende la hipótesis de la existencia de numerosos
checkpomnts enmascarados bajo la apariencia de paradas de ciclo en los mutantes cdc.
En el laboratorio del Dr. Toh-e se clonó el gen TEMí (Shirayama y col., 1994b), como
supresor en multicopia de la sensibilidad a bajas temperaturas de un mutante en el gen LTEI,
gen esencial para la terminación de la fase M (Shirayama y col., 1994a). Los mutantes
condicionales en el gen TEMí detienen el ciclo celular al final de la mitosis y son suprimidos
por una elevada dosis del gen CDCJ5. Además, la proteína Cdc lSp activada constitutivamente
por el cambio del residuo de alanina 163 por una isoleucina, es capaz de suprimnir, emi
monocopia, el defecto de una cepa temí, pero no el de una cepa delecionada en el gen TEMí
(Sliirayama y col., 1994b). Temlp es una proteína capaz de unir GTP y, según estos autores,
CDCIS presenta similitud significativa con diferentes MAPKKK tales como Stel Ip, byr2
(8. pombe) y Bcklp; la conjunción de los datos anteriores llevó a estos autores a bipotetizar
sobre la existencia de una nueva ruta de transducción de señales, encabezada por Temlp, y en
la que estarían implicadas otras proteínas precisas para la consecución de la salida de la mitosis
como Dbf2p, DbI2Op, Cdcsp, Cdcl4p, Spoí2p y CdclSp.
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Otra interesante aproximación hacia la clarificación de la función de Cdc ISp, ¡te
llevada a cabo en el laboratorio de la Dra. Castañón, donde se clonó, como supresor en
multicopia del defecto de uña cepa cdcii, un gen de Xenopus que codifica una proteína de la
familia Ras (Spevak y col., 1993). Raslp y Ras2p de 5. cerevisiae, al contrario que sus
homólogos en mamíferos, activan la adenilato ciclasa, enzima encargada de producir cAlVIIP a
partir de ATP (Beckner y col., 1985). El grupo de la Dra. Castañón encontró que, para
suprimir el defecto de la mutación cé/ciS, es suficiente con reducir los niveles de cAMP de la
célula, -ya que tanto la sobreexpresión del gen PDE2 -gemí que codifica una fosfodiesterasa
encargada de hidrolizar el cAMIP-, como el doble mutante cé/ciS ras2 que preseixta
disminuidos los niveles de cAMP, no manifiestan el femiotipo de parada en mitosis característico
de ¡os mutamítes cdciS. Además, encontraron que mi mutante edeiS detiene su ciclo celular
con niveles incrementados de cANIl> y observaron una ligera disminución de la cantidad de
cANil>, al final de la mitosis, dependiente de la actividad de CdclSp. Todos estos resultados
hacen pensar que CdclSp se halla relacionado, de alguna manera todavía sin determinar, comx la
dinámica del cANIl> en la célula. Estos mismos autores explican la supresión por parte del gemi
de Xenopus, emí virtud de la unión no cooperativa, del producto de éste con la adenilato ciclasa
de la levadura, impidiendo su normal activación por Raslp y Ras2p.
En esta misma línea apareció otro trabajo en él que se involucra a Ras Ip, Ras2p y
Budlp en la terminación de la mitosis, pero de forma independiente del cANil> (Morishita y
col., 1995). Estos autores llegaron a esta conclusión estudiando el comportamiento del
cuádruple mutante ras] ras2 buril cyrI (el gen CYRI codifica la adenilato ciclasa). Añadiendo
cAMP exógeno (con lo que eliminan la influencia de la ruta de cAMP mediada por Ras),
encontraron que, a elevada temperatura, detenían el ciclo celular al final de la mitosis con los
núcleos separados. Este defecto lo suprimieron con la sobreexpresión de los genes CDCIS y
CDCS.- Este trabajo parece contradecir la influencia del cAMP en la terminación de la mitosis
descrita por la Dra. Castañón; sin embargo, se encuentra en sintonía con la hipótesis de la
existencia de una ruta de transducción de señales propuesta por el grupo del Dr. Toh-e.
El grupo de la Dra. Castañón, en su búsqueda de supresores del defecto del gen
CDC¡5 con la genoteca de Xenopus, también clonó un gen que codifica mía proteína que
posee motivos j3-transducina (Spevak y col., 1993) y que es similar a Cdc2Op, otro supresor
del fenotipo cé/ciS (Amon y col., 1992), relacionado con la dinámica microtubular en la
metafase y posiblemente con la regulación de la progresión del ciclo a través de la mitosis
(Schwab y col., 1997).
Además la mutación cdclS es suprimida por:
- La expresión en multicopia del gen 8P012 (Molero y col., 1993). El producto
del gen SPOJ2 está descrito que actúa como regulador de la actividad de las
quinasas Dbf2p y Dbf2Op (Toyn y Jolinston, 1993), necesarias para la salida de la
anafase (Toyn y Johnston, 1994).
- La sobreexpresión del gen SIC] (Toyn y col., 1996), que codifica un inhibidor
del complejo Cdc2Sp-Clb2p, el cual además es sintético letal con el gen DBF2
(Toyn y col., 1996). Estos autores sugieren la posibilidad de que existan dos
mecanismos paralelos para la inactivación del complejo Cdc2Sp-Clb2p, uno
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integrado por el inhibidor Siclp y el otro por la supuesta ruta de quinasas: Dbf2p,
Dbf2Op, CdclSp, Cdc5p, Temlp, Ltelp y la proteína reguladora Spol2p. Del
mismo modo, opinan que la contribución más importante a la inactivación del
complejo Cdc2Sp-Clb2p es la aportada por las quinasas, ya que su defecto detiemie
el ciclo en ese punto, mientras que la función de Siclp no es esencial para la célula.
- Múltiples copias de CDCS (Kitada y col., 1993). Cdc5p es una quinasa que
también suprime a los mutantes cdc2O y dbj2.
- Una sola copia del gen CDCJ4, que codifica una proteína fosfatasa, si bien, la
actividad fosfatásica no es precisa para la supresión (Shirayama y col., 1996).
- Elevado número de copias del gen de Candida albicans CLTJ (San José,
comunicación personal). Este gen codifica una proteína capaz de unir GTP, que
también es capaz de suprimir a la mutación terni-3. Estos autores sugieren que
podría tratarse del homólogo funcional en C. albicans del gen TEM/ de
8. cerevisiae.
Por su parte el gen CDCIS es capaz de suprimir:
- Al mutante teml-3, cuando se encuentra emi elevado número de copias
(Shirayama y c¿L, 1994b).
- Al mutante cdc5-L cuando se encuentra en elevado número de copias (Kitada
y col, 1993).
Como puede observarse, el sistema de interacciones entre las proteínas implicadas cmi la
salida de la anafase mitótica es muy complicado y el esclarecimiento de la función de cada una
de elias, así como el mecanismo general que integran, parece mantenerse, aún, alejado de
nuestra comprension.
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OBJETIVOS.
- 1. Rescate alélico y secuenciación de la mutación lytI de Saccharornyces cerevisiae.
- 2. Caracterización y estudio fenotípico de los mutantes en el gen CDCJS de 8. cerevisiae y
- en especial de los que portan el alelo mutante cdclS-lytl.
- 3. Estudio del mecanísmo molecular en que se encuentra involucrado el producto del gemm
CDCJS. Estudio de la relación de CdclSp con otras proteínas implicadas en el final de la
mitosis.
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MATERL4JJES Y METODOS.
1. CEPAS UTILIZADAS.
1.1. CEPAS DE LEVADURA.
Las cepas de la levadura Saccharornyces cerevisiae empleadas en este trabajo, así
como sus características genotípicasmás relevantes, se muestran en la tabla 2.
1.2. CEPAS DE Esclaerichia col¡t
La cepa de E. cdi utilizada en las técnicas de biología molecular fue DUSa [K-
l2A(1acZYA-argF)~i69 supE44 dii-] recAí endAl hsdl7gyrA re/Al (~80lacZAM1S)j.
1.3. CONSERVACIÓN DE LAS CEPAS.
Las cepas de Ecolí, portadoras de los diferentes plásmidos, se almacenaron a -20
0C en
una solución de glicerol al 50% (y/y).
Las cepas de 8. cerevisae se almacenaron a -700C en una solución de glicerol al 15%
(y/y).
2. PLÁSMIDOS Y GENOTECAS.
2.1. PLASMIDOS.
Las características de los plásmidos empleados en este trabajo figuran en la tabla 3.
2.2. GENOTECAS.
Las genotecas empleadas para los ensayos de dos híbridos y la donación del homólogo
del gen CDCJ4 de C. albicans se detallan en la tabla 4.
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Tabla 2: Cepas deS. cerevisiue.
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Tabla 3: Plásinidos empleados en este trabajo.
Nombre Características Origen
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Tabla 4: Genotecas empleadas.
Genoteca Vector Origen
Genómica de U albicaus. pYEURA3 Dr. J. Plá, (Este departamento)
De promotores de U albicas. pIR2 1. Ríos, (Este departamento).
Genómica de S. cerev¡s¡ae unida al pGAD.R Clontech.
dominio de activación del gen GAL4
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3. MEDIOS DE CULTIVO
3.1. MEDIOS DE CULTIVO GENERALES.
La composición de los medios de cultivo utilizados se detalla en la tabla 5. Los
diferentes medios se han usado en estado liquido o sólido mediante la adición de agar-agar
(Difco) a una concentración del 2% (p/v). La esterilización se realizó mediante autoclavado
(Selecta 437P y presoclave 75) bajo las siguientes condiciones: 1210C de temperatura, 2.1
atmósferas de presión y durante 20 minutos.
Tabla 5: Medios de cultivo generales.
Medio de cultivo Utilidad Composición
LB Crecimiento de E. cali 10 gil triptona, 5 gIl extracto de levadura,
10 g/l NaCl.
YEPD Crecimiento de 5. cerevisiae 20 gIl glucosa, 10 g/l extracto de
levadura, 20 gil peptona.
VED Crecimiento de £ cerevisiue 20 gIl glucosa, 10 g’l extracto de
levadura.
MPE Medio de Preespomíación 10 gil extracto de levadura, 30 g/l
de 5. cerevisiae extracto de carne, 50 gIl glucosa.
ME Medio de Esporulación de 10 gIl Acetato potásico, 1 gil extracto de
5. cerevisiae levadura, 0.25 gIl glucosa.
Los
Pronadisa.
diferentes componentes, enumerados anteriormente, fueron sumim¡istrados por
La composición del medio mínimo para el crecimiento selectivo de las distintas cepas
de 5. cerevisiae fue: 20 gil de glucosa, 5 gil de Acetato amónico y 1.6 gil de YNIB (Yeast
Nitrogen Base) de Difco. Al medio mínimo así confeccionado se le añadieron los diferentes
aminoácidos y bases nitrogenadas requeridas a una concentración de 20 mg/l, exceptuando la
leucina que se suplementó a 30 mgil, todos ellos fueron suministrados por Merck.
3.2. MEDiOS DE CULTIVO ESPECIALES PARA E. coiL
La selección y el crecimiento de clones transformantes de E. cali se realizó siempre por
su capacidad de crecimiento en medio LB suplementado con ampicilina (Britapen, SKB)
disuelta en agua, a una concentración final de 100 ~tg/ml y añadida posteriormente al
autoclavado del medio.
La selección blanco-azul conferida por la presencia del gen lucZ en los diferentes
plásmidos se llevó a cabo en medio LB con 100 ~tg/mlde ampicilina, al que ¡te añadida una
concentración de 80 ¡tgiml de X-gal, sustrato cromogénico de la 13-galactosidasa (suministrado
por Boehringer-Mannheim), disuelto en N,N-dimetilformanída (Merck) y 50 jigiml de IPTG
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(Boehiinger-Mannlieim); ambos esterilizados por filtración (filtros de 0.45 jun de diámetro de
poro, suministrados por Millipore) y adicionados posteriormente al autoclavado del medio.
3.3. MEDIOS ESPECIALES PARA S. cerevisiae.
La selección de clones líticos se realizó colorixnétricamente, añadiéndose a los medios
sólidos apropiados, después del autoclavado, una concentración 40 ¡¡gIml de BCIP
(Boehringer-Mannheim), sustrato de la fosfatasa alcalina, enzima estrictamente intracelular,
que al lisarse las células se pone en contacto con el BCIP, hidrolizándolo y tintando de color
azul verdoso el medio de cultivo circundante a la colonia.
La selección de clones que han perdido el marcador URA3 se realizó por crecimiento
en placas de medio mínimo suplementadas con todos los aminoácidos y bases nitrogenadas y
una concentración 0.7 aig/ml de ácido 5-Fluoroorótico (5-FOA) (Sigma). El 5-FOA es
utilizado por las células que disponen de la ruta de síntesis de uracio intacta, produciendo umi
intermedio tóxico que impide crecer a las células; así pues, en este medio únicamente son
capaces de crecer aquellas células auxótrofas para el uracilo.
4. TÉCNICAS DE BIOLOGL4 CELULAR Y MICROSCOPIA.
4.1. TECNICAS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y CONTRASTE
DE FASES.
Los microscopios que se utilizaron fueron: un microscopio directo Nikon Optiphot,
acoplado a una lámpara halógena de luz ultravioleta y un microscopio invertido Nikon
Diaphot, acoplado a una lámpara ultravioleta de mercurio. El registro fotográfico se realizó
con una cámara Nikon FX 35-A, la película empleada fUe Ilford HP5, con una sensibilidad de
400ASA.
4.1.1. Lisis celular.
La lisis’ celular se puso de manifiesto y se cuantificó mediante la resuspensión de las
células a valorar en una solución de yoduro de propidio (Sigma) en tampón PBS, a umia
concentración 0.005% (plv). Este compuesto, que sólo entra en las células cuando éstas han
perdido la permeabilidad selectiva, se une a los ácidos nucleicos de doble cadena y al ser
irradiado con luz ultravioleta emite luz roja.
4.1.2. Tinción de quitina.
La tinción de este compuesto de la pared celular se llevó a cabo gracias a la capacidad
que presenta el blanco de calcofitor (Sigma) de unirse a la quitina y emitir luz azulada cuando
es excitado con luz ultravioleta. Se recogieron las células, se lavaron con PBS y se
resuspendieron en una solución 10 ¡xgiml de calcoflúor emi tampón PBS.
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4.1.3. Tinción de actina.
Las células se crecieron en un baño con agitación (200 rpm), a 240C durante 16 horas,
en un matraz con 50 ml de YPD, se elevó la temperatura de incubación a 370C y se mantuvo
durante 6 horas. Se procedió a la fijación de las células mediante la adición al medio de cultivo
de una solución de p-formaldehido al 8% (jilv), hasta una concentración total de fijador del
4%. Tras una hora a temperatura ambiente, se recogieron las células y se lavaron tres veces
con PBS, seguidamente se resuspendieron en 200 ~tlde PBS, al que se añadió fluoresceimia
conjugada con faloidína (Sigma), hasta una concentración 0.5 ~iM,desde una solución madre
3.3 mM en metanol. Se incubó a temperatura ambiente y en oscuridad, durante una hora, tras
lo que se lavaron las células cinco veces con PBS y se resuspendieron en una solución de
montaje compuesta por 70% glicerol (vív) en PES y 2-4% n-propilgalato (Sigma), destimiada a
reducir el autoapagamiento o bleaching que sufre la fluorescencia de la fluorescema.
4.1.4. Tinción de núcleos.
Se crecieron las células en un baño con agitación (200 rpm) a 240C durante 16 horas,
en un matraz con 50 ml de YPP, se elevó la temperatura de incubaciómm a 370C y se mantuvo
durante 6 horas. Se recogieron 10 ml de células y se fijaron resuspendiéndolas en 1 ml de una
solución de etanol al 70% (vív) e incubándolas durante 5 minutos a 40C. Se lavaron las células
con 1 ml de PBS, se resuspendieron en 100 ¡d de PBS y se añadieron 200 ~tlde ulla solución
de RiNasa A 10 mg/mi, se incubó durante 1 hora a 370C con agitación, se recogieron las
células, se resuspendieron en una solución de yoduro de propidio 0.005% (pív) en PBS y se
montaron en un portaobjetos para su observación en el microscopio de fluorescencia.
4.2. MICROSCOPiA ELECTRÓNICA DE EARRIDO.
Por un filtro Miflipore de 13 mm de diámetro y 0.2 iim de tamaño de poro,
previamente lavado, primero con 2 ml de metanol y después con 1 ml de cacodilato sódico
0.2 M (Sigma), se pasó 1 ml de la muestra y se introdujo el filtro en una fUnda cilíndrica de
papel de filtro, sumergiéndola en una solución de cacodilato sódico 0.2 M durante una hora.
Después se procedió a la deshidratación de la muestra, mediante la inmersión sucesiva y
durante diez minutos, en soluciones de etanol al 25, 50, 70, 90 y 100%. Inmediatamente se
pasó a acetona, donde se mantuvo hasta el momento de desecarlo en un desecador de punto
critico. La obseivación se llevó a cabo en el Servicio deMicroscopía de Electrónica de la
Universidad de Salamanca.
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4.3. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN.
Las células se prefijaron por incubación durante 24 horas a 40C con p-fonnaldehido al
2% (p/v) y glutaraldehido al 1.5% (y/y), ambos en una solución de cacodilato sódico 0.005 M
y pH: 7.2. Las células se lavaron con PBS y se fijaron con permanganato potásico 1% (p/v)
durante 90 minutos a 40C, tras lo que se lavaron vanas veces con agua. Las muestras se
deshidrataron por inmersión durante 15 minutos en sucesivas soluciones de acetona al 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 y 100% en agua. La inclusión en la resma se realizó siguiendo el protocolo
recomendado en el Eníbed-812 Ernbedding ¡<it (Electron Microscopy Sciences). El coite de las
muestras se realizó en el Servicio de Microscopia Electrónica de la Universidad Complutense
de Madrid, y la observación en el Servicio de Microscopia Electrónica de la Universidad de
Salamanca.
4.4. MICROSCOPIA CONFOCAL.
Las muestras y tinciones se prepararon del mismo modo que para la microscopia de
fluorescencia y la observación se llevó a cabo en el Servicio de Citometria de Flujo y
Microscopia Confocal de la Universidad Complutense de Madrid, en un microscopio Olimpus
IIMT-2 acoplado a un sistema confocal MIRC 1000 de Biorad.
5. TECNICAS DE GENÉTICA CLÁSICA.
-5.1. CRUCES Y OBTENCIÓN DE DIPLOLDES.
Las cepas haploides de tipo sexual opuesto se crecieron en medio rico sólido VPD
durante 16 horas, se juntaron ambas cepas en medio sólido YPD y se incubaron a 240C durante
5 horas. La selección de los zigotos generados se hizo mediamite selección auxotrófica o
aislamiento en un rnmcroscopio Wild Heerbrugg que dispone de un micromanípulador Leitz.
5.2. SEGREGACIÓN MEIÓTICA.
La esporulación de las cepas diploides se realizó creciendo las células durante 16 horas
a 240C en medio rico MIPE, tras lo cual se les indujo la entrada en el ciclo meiótico por
incubación en medio ME sólido, pobre en fuente de carbono y nitrógeno a 240C durante 5-lo
días. Una vez esporulado el cultivo, se resuspendieron las células en agua, se añadieron 4 ~tlde
glusulasa (Dupont), complejo hidrolitico destinado a romper la pared de las ascas y facilitar la
liberación de las ascosporas. Las células se incubaron con la glusulasa durante 20 minutos, a
temperatura ambiente, y se micromanipuló como se explica en el apartado anterior.
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6. TÉCNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.
Las técnicas básicas de biología molecular se realizaron siguiemido los protocolos
recogidos en los manuales de biología molecular de Sambrook y de Ausubel (Sambrook y col.,
1989; Ausubel y col., 1993).
Las enzimas de restricción, la T4 DNA ligasa, la fosfatasa alcalimia, la Taq polimerasa y
la RNasa A, así como todos los tampones y nucleótidos fueron de Boebringer-Mamimihein.
La purificación de fragmentos de DNA, a partir de geles de agarosa, se realizó
utilizando el “¡<it” comercial Sephaglass Bandprep Kit de Phannacia.
La transformación de E. cali y la preparación de células competentes se realizó por el
método de Hanahan (1983) o bien por electroporación en un electroporador BTX600, las
condiciones usadas fUeron 2.50 kV y 129 tI.
Las amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador Perkin Elmer Cetus
DNA Tbennal Cycler. Los diferentes oligonucleótidos utilizados en este trabajo se enumeran a
continuacion:
- Oligonucleótidos usados en el rescate del alelo ccIcIS-lytI (tabla 6).
- Oligonucleótidos empleados para la secuenciación del gen CDCJ4 de C. albicans
(tabla 7 y 9).
— Oligonucleótidos utilizadospara construir la fusión del extremo 3’del gen.CDCJS con
el dominio de unión al DNA del gen GAL4 para el rastreo de Dos Híbridos (tabla 8).
Tabla 6: Oligonucleótidos rescate del alelo cdclS-lytl.
Nombre Secuencia (5’—> 3’)
lA GTACTTCACCAAGCTTT
lB GGGAAGCTTAAGACTGTGCCACTGC
2A GGAGGCTCGAGGAAGGA
2B CAGCGATGTTCTCGAGGG
3A GGGAAGCTTTTCAGTGTTTGCT
3B GGGAAGCTTGTACTGTAAGGTAAC
Tabla 7: Oligonucleótidos secuenciación CDCJ4 C. albicans.
Nombre Secuencia (5’—> 3’)
CDC14CT
CDC14NT
CDCI4NTC
GTATCGCGTACATGAGAATGATC
ATATAAATGCCCAATGTTCAAAG
ATTCAAATCTTACCCGATTCAGC
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Tabla 8: Oligonucleótidos para la fUsión en los ensayos de das híbridos.
Nombre Secuencia (5’—> 3’)
ZITA CCCGGGTCTAGAGGTCGACAAGTCCA
2HB2 CCCGGGTCTAGAGTCGACAAGACTGTGCC
ACTG
Tabla 9: Oligonucleótidos para donar el fragmento 3 ‘de CaCDCI4.
Nombre Secuencia 5’—> 3’
ARS3
XOGl
CGGAATTCATTTATGGCTTTCCCACT
CGGAATTCAACCACCCAAATTGACA
La síntesis de los oligonucleótidos, así como la secuenciación automática del DNA, fue
realizada por el Servicio de Secuenciación de DNA de la Universidad Complutense de Madrid.
La purificación del DNA para su secuenciación se llevó a cabo mediante el “¡<it”
comercializado por Qiagen.
6.1. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD ¡3-GALACTOSIDASA EN
COLONIAS DE LEVADURA.
Se crecieron las células a valorar en medio sólido durante 2 días, se replicaron a un
papel Watrnun n03, permeabilizándose por inmersión durante 10 segundos en nitrógenolíquido. Paralelamente, en una placa petri vacía, se dispuso un disco de papel de filtro con la
forma y dimensiones de la misma y se impregnó con 1.8 ml de la siguiente solución:
- 33.4 pl de S-Bromo-4-cloro-3-indolil-~-D-galactosido (X-Gal), suministrado por
Sigma y a uiia concentración 20 mg/ml disuelto en N,N-dhnetilformamida.
- 5.4 pl de 3-mercaptoetanol.
- Y el resto, hasta 1.8 ml, de tampón Z (Na
2HiPO4 7H20 16.1 gIl, NaH2PO4 1-120 5.5
gIl, KCl 0.75 gIl, MgSO4 7H20 0.246 gil. Ajustado a pH: 7.0).
El filtro de papel Wutmun se colocó con las células permeabilizadas sobre el disco de
papel de filtro impregnado con la solución de X-Gal y se incubó a 28
0C durante 1-24 horas.
6.2. ANÁLISIS RAPIDO DE COLONIAS DE E.coli “MINLLISíS”.
En cada eppendorf se repartieron 40 ¡il de solución de lisis compuesta por: 5% (y/y) de
mezcla madre de lisis [(Tris/CliN10 mlVI pH:8.0, EDTA 10 mlvi pH:8.0, NaOH lOO mM, SDS
1% (p/v)], 10% (y/y) NaOH 1 N y 10% (y/y) SDS 10% (p/v) en agua. Se recogieron con
palillos las colonias de E. cali y se resuspendieron en los eppendorfcon la solución de lisis, se
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dejaron 15 minutos a temperatura ambiente, se añadieron 3 pl de HCl 1 M y 5 pl de tampón de
carga de electroforesis, (cuando la mezcla no quedó de un color azulado se añadió mezcla de
lisis hasta que tomó dicha coloración), se incubó 20 minutos a -700C, se centrifugó 5 minutos a
elevada velocidad y se analizó todo el lisado en un gel de agarosa como describe (Sainbrook y
col., 1989).
6.3. METODO RÁPLDO DE TRANSFORMACIÓN DE LEVADURAS.
Las células a transformar se crecieron hasta una densidad óptica a 600 mu de 0.5-1, sc
recogieron 10 ml eliniinándose completamente el medio. Se resuspendieron las células emi
0.1 ml de una solución de acetato de litio 0.2 M en polietilenglicol (M~ 4000) al 40% (p/v) que
se preparó en el momento a partir de las soluciones madre de acetato de litio 1 M y
polietilenglicol 50% (plv), ambas en tampón TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH: 7.0).
Para mejorar la eficiencia de la transformación es conveniente añadir 13-mercaptoetanol a umia
concentración final del 0.1% (y/y). A esta mezcla se le añadió el DNA que se deseaba
transformar y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente, tras los cuales se añadieromi 5 ~íl
de DNA carrier (10 mg/mI), procedente de espenna de salmón o timo de ternera (Boheringer
Mannl¡eim), previamente hervido durante 15 minutos. Se incubó 5 minutos a temperatura
ambiente y se introdujo durante 30 minutos a 450C, agitándose fliertemente cada 5 minutos.
Por último, la mezcla se extendió directamente sobre placas con medio de cultivo apropiado
para la selección.
6.4. EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMíCO DE LEVADURAS.
-. Se crecieron las células en matraces con YPD liquido hasta fase estacionaria, se
recogieron 10 ml de células, eliminándose el sobrenadante y resuspendiendo las células emi el
medio de cultivo remanente. Se añadieron 200 ¡II de tampón de lisis (Tritómm X- 100 2% (y/y>,
SDS 1% (pív), NaCí 100 mlvi, Tris 10 mM pH: 8.0, EDTA 1 mlvi), 200 pl de la mezcla fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico en proporción 50-48-2 (y/y) y 03 g de bolitas de vidrio de
0.45 mm de diámetro (B. Braum Biotech SA). Se agitó con vortex durante 5 minutos para
romper las células por cizallamiento, se centrifUgó durante 5 minutos a máxima velocidad, se
recogió la fase acuosa, se añadió un volumen de fenol-clorofonno-isoamílico y se centrifugó de
nuevo eligiéndose la fase acuosa que se precipitó añadiéndose dos volúmenes de etamiol
absoluto y un 10% (y/y) de una solución de acetato sódico 3 M. Se centrifugó durante 2
minutos a máxima velocidad y el precipitado se resuspendió en 0.4 ml de agua al que se
añadieron 30 ~tgde RNasa A, se incubó 10 minutos a 370C y se precipitó el DNA añadiéndose
dos volúmenes de etanol absoluto y 10% (y/y) de una solución de acetato sódico 3 M. Se
centikgó durante 2 minutos y el precipitado, después de secarlo al ambiente, se disolvió en
50 pl de agua.
6.5. EXTRACCiÓN DE DNA PLASMIDICO DE LEVADURAS.
Se crecieron las células, hasta fase estacionaria, en matraces con medio mínimo liquido
suplementado con todos los aminoácidos, excepto el del marcador del plásmido, se recogieron
10 ml de células, se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron las células en el medio de
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cultivo remanente. Se añadieron 200 pL de tampón de lisis (Tritón X-100 2% (y/y), SDS 1%
(p/v), NaCí 100 mlv!, Tris 10 mM pH: 8.0, EDTA 1 mM), 200 pl de la mezcla fenol-
clorofonno-alcohol isoamilico en proporción 50-48-2 (y/y) y 0.3 g de bolitas de vidrio de
0.45 pm de diámetro (8. Braum Biotech SA). Se agitó comi vortex durante 5 númiutos para
romper las células por cizallamiento, se centrifUgó durante 5 minutos a máxima velocidad y se
recogió la fase acuosa. De la fase acuosa se tomaron 4 pl que se transformaromm por el método
de Hanahan (1983) emx E. cali para amplificarlo.
7. ANALISIS DEL CONTENIDO DE DNA POR CITOMETRÍA DE
FLUJO.
Se crecieron las células en un baño con agitación (200 rpm), a 240C durante 16 ¡toras,
en un matraz con 50 ml de YPD, se elevó la temperatura de incubación a 370C y se mamituvo
durante 6 horas. Se recogieron 10 ml de células y se fijaron resuspendiéndolas en 1 ml de una
solución de etanol al 70% (y/y) donde se incubaron durante 5 minutos a 40C. Se lavaron las
células con 1 mi de PBS, se resuspendieron en 100 pl de PBS y se añadieron 200 pl de umia
solución de RNasa A 10 mg/mí, se incubaron durante 1 hora a 370C con agitación, sc
recogieron las células y se resuspendieron en 0.5 ml de una solución de yoduro de propidio
0.005% (p/v) en PBS. El análisis del contenido de DNA de las células, por fluorescencia del
yoduro de propidio, se realizó en un FACSCAN (Becton-Dickinson) en el Centro de
Citometría de Flujo y Confocal de la Universidad Complutense de Madrid.
8. ENSAYOS DE SEGUIMIENTO DEL CICLO CELULAR
(ENSAYOS DE TIMIIVG).
Para los ensayos de seguimiento del ciclo celular se creció la cepa a estudiar, y su cepa
control, a 240C durante 16 horas, en placas con el medio de cultivo apropiado en cada caso,
pero siempre idéntico para cada cepa y su cepa control. Se tomó con un asa de siembra paxte
de las células y se resuspendieron en 200 ¡tI de YPD, se dispusieron 2 pi de esta suspensión de
células en el portaobjetos sobre una laminilla de medio YPD sólido de 1 mm de espesor
(construida añadiendo, a YPD líquido, agarosa ultrapura a una concentración del 2% (p/v), se
fUndió al mechero y se permitió solidificar en el molde adecuado). Se permitió, durante 5
minutos, que la suspensión de células fuera absorbida por la laminilla de medio de cultivo, se
colocó el cubreobjetos y se sellaron los bordes con aceite de parafina para evitar la desecación
del medio de cultivo. La estructura así construida, se colocó en un microscopio de contraste de
fases que dispone de una pletina termostatizada (Linkam C0102), que posibilita mantener las
células a la temperatura deseada y observar el crecimiento de las mismas.
9. HOMOLOGL4LS Y COMPARACIÓN DE SECUENCIAS.
Todas las homologías y comparación de secuencias de DNA llevadas a cabo en este
trabajo se realizaron a través de Internet, en los bancos de datos de la EMBL empleando el
programa de búsqueda y comparación BLASTSEARC’H.
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1. RESCATE ALÉLICO DE LA MUTACIÓN Iytl DE Saccharonwces
cerevisiae.
La mutación ¡ye] fUe aislada por Cabib y Durán gracias a su capacidad de conferir
fenotipo autolitico termosensible a cepas de la levaduraS. cerevisiae (Cabib y Durán, 1975).
Resultados de complementación fenotípica indican que la mutación ¡yt] se encuentra en
el gen CDCIS (Yuste, 1995). La localización de la mutación en el gen CDCJS se encuentra
avalada por el hecho de que el diploide heterocigótico cdci5-1/lytl, presenta defectos
fenotipicos similares al mutante ¡ye] (Yuste, 1995). Sin embargo, la. prueba definitiva pama
demostrar esta afirmación la hemos de encontrar en el rescate y secuenciación de la mutaciómi
¡yt] y su posterior sustitución en una cepa silvestre.
El conocimiento de lo localización de la mutación lytI dentro del gen CDCJS puede
revelar infonnación acerca de la topología de la proteína Cdc 15p, que podría permitir la
definición de un dominio fUncional o estructuralmente importante para dicha proteína; y en
definitiva, apodaría valiosa información, determinante para el esclarecimiento del mecanismo
molecular en que se encuentra involucrado el producto del gen CDCIS.
1.1. ESTRATEGIA DEL RESCATE ALÉLICO.
t.1.1. Recuperación del alelo mutado mediante la integración del alelo silvestre con
el plásmido YIp5.
La presente estrategia consiste en introducir, por recombinación homóloga, un alelo
silvestre del gen CDCIS a través del vector integrativo YIp5. La recuperación del alelo
mutado se realizará obteniendo el DNA genómico y cortándolo con una enzima de restricción
apropiada, de modo que, al religarlo, los únicos fragmentos capaces de conferir resistencia a
ampicilina, después de ser transformados en E. coli, serán aquellos que porten el vector Ylp5
junto con el alelo mutante deseado (figura 9).
El gen CDCJS se encuentra contenido en el fragmento Pvufl/Pvull de 4 kb que resulta
de cortar el plásmido pBS9 con esta enzima de restricción (Schweitzer y Pbilippssen, 1991). El
fragmento en cuestión, se introdujo en el punto NruI del plásmido Ylp5 eligiéndose la
orientación adecuada. La construcción se linearizó por Hpall, diana de corte interna en el gen
CDCJS. Se transformó la construcción linearizada en la cepa L2C24d. Se obtuvieron colonias
capaces de crecer en medio sin uracio, lo que indica que han integrado la construcción. Se
extrajo el DNA genómico y se digirió con SphI y con Pvull, como se detalla en la figura 9, se
ligaron y transformaron en la cepa DH5a de E. cali Pero ninguno de los plásmidos rescatados
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mediante esta aproximación contenía la construcción deseada, lo cual nos obligó a buscar una
nueva estrategia para el abordaje del rescate alélico.
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1.1.2. Recuperación del alelo mutado por PCR.
El gen CDC15 es un gen de tamaño relativamente elevado, en torno a 4 kb. Teniendo cmi
cuenta las limitaciones que presenta la técnica de amplificación por PCR, se decidió abordar la
amplificación del alelo mutado del gen CDCJS en tres partes (figura 10).
Primero, se amplificó la zona 3’ del gen, para lo cual se diseñó un oligonucleótido
(oligonucleótido lB de materiales y métodos) en la secuencia terminadora del gen, a 3635
pares de bases del inicio del fragmento que contiene el gen; en este oligonucleótido se
introdujo un punto de corte JhndIlI. El otro oligonucleótido se diseñó conteniendo el punto de
corte h’indIII que se encuentra a 2340 pares de bases del inicio del fragmento que contiene al
gen (oligonucleátido lA). La amplificación se realizó sobre DNA genómico de la cepa
L2C24d, obteniéndose una banda de 1.3 kb que corresponde con el tamaño esperado. El
amplificado se cortó con HindIII y se introdujo en el vector pBS9 y pJJI (YEp3S2 con el
inserto PvuII/PvuII de 4 kb en el punto NruI), los cuales contienen el gen CDCIS y en los que,
previamente, se habla eliminado el fragmento HindIIIIHindllI equivalente al amplificado. De
este modo se obtuvieron nuevos plásmidos que poseen el gen CDCJS completo, pero cuya
zona 3 ~esun amplificado de PCR del alelo lytl. - Con estos plásmidos se transformó la cepa
L2C24d. Ambos fueron capaces de complementar perfectamente el fenotipo lítico
termosensible característico de los mutantes de la estirpe lytl, indicando que la mutación
buscada no se encuentra en el fragmento I-JindllIIHindllI de la zona 3’ del gen.
El siguiente fragmento que seamplificó corresponde a la zona 5’del gen CDC15. En este
caso los oligonucleótidos diseñados contienen la diana de corte para la enzima XhaI, que se
- encuentra a 354 pares de bases del inicio de la secuencia que contiene al gen (oligonucleótido
2A) y el punto XhaI, que se encuentra a 1494 pares de bases del inicio (oligonucleótido 2B).
Se logró un amplificado de 1.1 kb que se decidió secuenciar debido a la imposibilidad de
realizar un gen hibrido con él, habida cuenta de la existencia de otro punto XhaI en la
secuencia del gen CDCJS. El amplificado se clonó en el vector pT7Blue. Para poder abordar
su secuenciación, se dividió en dos fragmentos más pequeños mediante tratamiento con las
enzainas X-zaIISacI, ambos fragmentos de 0.4 y 0.7 kb, se introdujeron en el vector pBluescmipt
SK. El análisis de la secuencia no reveló ningún cambio con respecto a la secuencia del
amplificado de la cepa silvestre control, que fue secuenciada en paralelo, ni con la secuencia
publicada del gen CDCJS.
Para amplificar la zona interna que resta, se diseñaron dos nuevos oligonucleótidos, el
primero de los cuales (oligonucleótido 3B), incluye una diana para la enzima H¡ndliI que se
encuentra a 2340 pares de bases del inicio. Se diseñó de modo que cubriese al oligonucleótido
lA usado para la amplificación del extremo 3’ del gen. El segundo (oligonucleótido 3A) se
diseñó cubriendo al oligonucleótido 2B y se introdujo en él una diana HindJill, la cual nos
permitió donar el amplificado, de entorno a 0.9 kb, en el vector pBluescript SK y abordar su
secuencíadlon. La secuenciación reveló una única mutación puntual, el cambio de una (1 en la
posición 1639 por una A. Esta mutación responde al mecanismo de acción descrito para el
etilmetanosulfonato que metila la G haciéndola aparear erróneamente con una 1, en lugar de
con una C (Strather, 1981).
Para eliminar la posibilidad de que esta mutación haya sido incorporada por la polimerasa
en la PCR se secuenciaron clones provenientes de tres reacciones distintas de PCR, en todos
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los ca sos apareció el cambio G/A en la base 1639 descrito anterionnente. Para comprobar que
no se trata de un error en la secuencia publicadada del gen CDCIS, se llevó a cabo una
amplificación por PCR a partir del DNA genómico de una cepa silvestre YPH499, con los
oligonucleótidos 3A y 3B. La secuenciación del fragmento amplificado de la cepa YPH499
desveló una Ci en la posición 1639, eliminando la posibilidad de u¡i error en la secuencia
publicada.
Analizando el mapa de restricción del gen CL)CIS, se observó que la posible mutación
hallada se encuentra en un punto de corte para la enzima de restricción EcoRl. Así pues, se
tomaron los amplificados que se obtuvieromi usando como molde la cepa mutante L2C24d y
como control el amplificado de la cepa silvestre YPH499, todos ellos donados en el vector
pBluescript 5K, y se digirieron con EcaPJ. El producto de la reacción se analizó
electroforéticarnente en un gel de agarosa. El resultado se muestra en la figura II, donde
puede observarse la desaparición de un punto de corte EcaRl en los amplificados de la cepa
mutante, pero no en el amplificado de la cepa silvestre.
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1.2. ESTUDIO DE LA MUTAClÓN RESCATADA.
La única mutación encontrada en el gen.CDCJS define un nuevo alelo mutante de este
gen, que fue denominado cdciS-lytJ. El producto del nuevo alelo mutante exhibe un residuo
de glutámico en la posición 410, en lugar de la glicocola que presenta la proteína silvestre. La
mutación está localizada en la zona no quimiasa de la proteína Cdc ISp. Cabe resellar que todos
los alelos mutantes termosensibles del gen CDCJS, descritos hasta el momemito, presentami las
mutaciones en el dominio quinasa (Philippsen, comunicación- personal; Shirayama y col.,
1996).
La peculiaridad en la localización de la mutación nos animnó a realizar una búsqueda en
las bases de datos para determinar si existe alguna secuencia homóloga con la zona en que se
localiza la mutación lytl. La base de datos usada es la base de datos del EMBL, a través del
programa de búsqueda Blase Search. Uniicamente se encontró una secuencia homóloga, que
colTesponde al gen cdc» de Schizasaccharanzyces pambe, gen donado y descrito por el Dr.
Simanis y posible homólogo del gen CDCIS en S. pambe (Fankhauser y Simanis, 1994).
Los genes CDCJS y cdc» presentan elevada similitud en su zona 5’ (46% de residuos
idénticos y 66% de residuos similares estructuralinente); es decir, las proteínas que codifican
poseen similitud en su dominio quinasa. Sin embargo, dentro de sus dominios no quinasa,
tinicamente presentan similitud en la región donde se halla la mutación del alelo cdc15-/ye]
(figura 12). Este resultado implica a esta pequeña zona conservada, al menos, en el
mantenimiento de la estructura activa de ambas proteínas.
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1.3. SUSTITUCIÓN DEL ALELO cdcl5-lytI EN UNA CEPA SILVESTRE.
Para comprobar que la mutación rescatada es la responsable del fenotipo de los inutantes
de la estirpe lytl, intentaremos sustituir, en una cepa silvestre, el alelo funcional del gemí
CDCIS por el alelo cdclS-lytl y comprobar que la cepa silvestre con el alelo mutante adquiere
el fenotipo autolitico termosensible característico de las cepas de la estirpe lytl.
1.3.1. Estrategia para la sustitución del alelo silvestre por el alelo ¡nutantc edeis-
‘ye1.
La estrategia general que se ha empleado consiste en la integración del alelo mutante pom
recombinación homóloga, a través del vector integrativo YIpS. Seguidamente, se fuerza la
pérdida del marcador del plásmido y se seleccionan aquellos clones que, junto al marcador del
plásmido y debido a una nueva recombinación, hayan eliminado el alelo silvestre.
No disponemos del alelo cdclS-lytI completo, debido a que el rescate del mismno se
realizó mediante varias amplificaciones por PCR, como se detalla anteriormente. Así pues,
antes de abordar la sustitución alélica lite necesario reconstruir el alelo mutante completo. Para
ello, en el gen silvestre se sustituyó la zona en que se encuentra la mutación, por wi fragmento
amplificado por PCR que pórta dicha mutación Iytl.
Con este objetivo se diseñó un par de oligonucleótidos, uno interno al gen C’DC]5
(oligonucleótido 2h
1&) que contiene el punto de corte para la enzima de restricción Salí (1248
de la secuemicia del gen). El otro oligonucleótido fue diseñado en la zona del terminador del
gem y en él se introdujo una diana para la enzima Salí. Se obtuvo un amplificado de PCR de
2.4 kb, que se clonó en el vector pT7Blue. Se dispone del gen CDCI5 introducido en el
plásmido YIp5 en la orientación apropiada. Se cortaron ambos plásmidos con Salí y el
fragmento de 2.4 kb, que porta la mutación lytI, se intercambió por el provemdente del gen
silvestre y se introdujo en el vector YIpS que posee el resto del gen CDCJS. Se seleccionó la
orientación adecuada La construcción fue linearizada mediante el tratamiento cotila enzima de
restricción SnaBI, la cual produce un único corte interno al gen CDCJS. Con la construcción
así conseguida se transformó la cepa 1783 deS. cerevisiae.
Previamente, se comprobó la fidelidad de la amplificación por PCR. Para ello, el
fragmento amplificado que porta la mutación se digirió con la enzima HindIII, obteniéndose un
fragmento de 1.3 kb, que lime intercambiado por su equivalente del gen silvestre en el plásmnido
pBS9. La quimera se transformó en la cepa mutante L2C24d, mostrando capacidad para
complementar la termosensibilidad, lo cual indica que, si existiera algún error en la secuencia,
éste no manifiesta implicaciones funcionales y por tanto el DNA amplificado es válido para
nuestros propósitos. El fragmento que no fue comprobado mediante la quimera se obtuvo
tratando el fragmento amplificado con Salí y HindIII; el fragmento de 1.1 kb así obteuido se
introdujo en el vector pBluescript SK para su secuenciación, ratificándose la mutación del alelo
cdclS-lytI y asegurándonos la ausencia de otros cambios en la secuencia nucleotidica, respecto
de la secuencia del gen CDCIS publicada, como consecuencia de la reacción de amplificacuon.
La estrategia de la sustitución alélica, así como la comprobación de la fidelidad de la
amplificación, se encuentran detalladas en la figura 13.
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Las células de la cepa 1783 capaces de dar lugar a una colonia en un medio de cultivo sin
uracilo han incorporado en su genoma la construcción linearizada del vector Ylp5 con el alelo
cdcls-lytI. Estas células poseen los dos alelos del gen CDCJS, uno silvestre y otro portador
de la mutación lytI. Para terminar la construcción de la cepa sustituida, se obligó a las células a
expulsar la copia silvestre del gen, permitiendo crecer a los distintos transformantes en muedio
sm selección auxotrófica durante dos turnos de 48 horas, seguidamente, se sembraron por
estría en medio mínimo, al que se añadieron todas las auxotroflas de la cepa junto con ácido 5-
fluoroorótico (5-FOA), un análogo estructural del uradio. El 5-FOA puede ser metabolizado
por las células que tienen intacta la ruta de síntesis de uracilo, dando lugar a un producto
intermediario tóxico que evita su crecimiento. Por tanto, dicho medio de cultivo es selectivo
para las células deficientes en la ruta de sintesis de uradio y, en nuestro caso, es selectivo para
aquellas células que han expulsado, por recombinación, uno de los alelos del gen CDC/5 junto
con el gen URA3 del YlpS.
Los clones que son capaces de crecer en 5-FOA, se pusieron a 370C y todos ellos Rieron
capaces de crecer mostrando un fenotipo silvestre, idéntico a la cepa original, lo que indica que
en mguno de los casos se ha producido la sustitución del alelo silvestre del gen CDCIS por el
alelo cdcls-lytl.
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2.2. POLARIDAD EN EL MUTANTE cdcl5-lytl A 370C.
La levadura 5. cerev¡sÍae posee una pauta morfogenética de polaridad que determina el
lugar de aparición de la yema incipiente. En general, las cepas haploides de este organismo
orientan la gemación según un patrón de polaridad axial, es decir, la nueva yemna emnerge de
forma contigua a la anterior gemación en el caso de la célula madre y contigua a la cicatiiz de
nacímmento en el caso de la célula hija (Chant, 1994; Chant y Pringle, 1995). Por el contrario,
las cepas diploides desarrollan un patrón de polaridad bipolar; es decir, la célula hija genia por
el poío opuesto a su cicatriz de nacimiento (Chant, 1994; Chant y Pringle, 1995), mientras que
la célula muadre puede abordar la nueva gemación de forma distal o contigua a su última
gemación, dependiendo del tiempo que haya invertido em¡ superar la fase GI (Roemer y col.,
1996).
2.2.1 Estudio de la polaridad en una cépa haploide de & cerevisiae con la niutación
tyt¡.
Como puede observarse en la figuras 14 y 15, la cepa L2C24d cuando crece a 240C
posee un patrón de polaridad axial, propio de su condición de haploide. Sin embargo, cuamido
el crecimiento ocurre a 370C, el patrón de desarrollo, aparentemente, se torna distal en una de
las células, mientras que la otra pierde la capacidad de gemar.
Para detenninar qué célula -madre o hija- . desarrolla la estructura apical aberrante
descrita emi el apartado anterior y qué célula pierde la capacidad de gemar; se creció un cultivo
de la cepa L2C24d a 240C, disponiéndose las células sobre una lámina de YPD sólido de 1 mm
de espesor que lite colocada entre un portaobjetos y un cubreobjetos y sellada con parafina
liquida para evitar la deshidratación. Esta estructura se mantuvo a 370C por medio de umia
pletina termostatizada acoplada a un microscopio de contraste de fases De este modo se
observó el desarrollo, a temperatura restrictiva, de células individuales de la cepa mutante
L2C24d.
Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 16, donde la secuencia fotográfica indica
que es la célula hija la que genera la estructura apical aberrante, mientras que es la célula madre
la que pierde la capacidad de producir una nueva yema. Estos estudios se llevaron a cabo en un
total de 37 células, exhibiendo todas ellas idéntico comportamiento.
En la última imagen de la serie fotográfica de la figura 16, puede observarse cómo el
final del proceso es la lisis celular, como fue descrito por Molero y colaboradores (1993).
Como prueba para respaldar las observaciones presentadas sobre la polaridad de las
estructuras apicales aberrantes, se incubó, en idénticas condiciones, un cultivo de la cepa
L2C24d, las células se tifieromi con blanco de calcoflúor poniéndose de manifiesto las cicatrices
de gemación. El resultado que se obtuvo lime que de 35 células observadas, únicamente en una
comcidieron en la misma célula las cicatrices de gemación y la estructura apical abenante
objeto de estudio, mientras que en el resto, la célula que genera la estructura apical anormal no
presentó cicatrices de gemación. No hay que olvidar que las cicatrices de gemación aparecen
únicamente en la célula madre, por tanto la célula recién generada (célula hija) ha de carecer de
ellas (Chant y Pringle, 1995).
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2.2.2. Estudio de la polaridad en una cepa diploide con ambos alelos del gen
CDCl5 mutados.
Se utilizó la cepa diploide MYl (cdcls-lytl/cdcli-1) para llevar a cabo el ensayo
descmito en el apartado anterior. Los resultados aparecen en la figura 16. En ella se ilustra
cómo la célula hija, de acuerdo con el patrón general de polaridad de las cepas diploides, gema
de forma distal. Del mismo modo, la célula madre lleva a cabo la gemación siempre de forma
distal. Sin embargo, contrariamente a lo descrito, la gemación de la célula hija es
cronológicamente anterior a la gemación de la célula madre (Roemer y col., 1996). El patrón
siempre distal de la célula madre, así como la alteración en el orden de gemacióm, imidican la
posible existencia de un retraso en el ciclo celular de la célula madre.
Resulta notorio en la figura 16 que, al menosla cepa diploide MYI, presenta problemas
en el proceso de separación celular, ya que las células permanecen encadenadas coii forma
airosanada, fenómeno que será estudiado con mayor detalle en apartados posteriores.
2.3. LISIS EN UN MUTANTE CDCJ5-IytI DE & cerevisiae.
Se encuentra descrito en la bibliografia (Molero y col., 1993) que la incubación a la
temperatura restrictiva de i70C determina la lisis celular de los mutantes cdclS-lytI. En la
figura 17 se muestra la cinética de dicho proceso. Para ello, se creció la cepa L2C24d durante
16 horas en un matraz con 100 ml de YPD, el cultivo se dividió en dos alicuotas que se
incubaron a 37 y 240C respectivamente. Se extrajeron muestras a diferentes tiempos de
incubación valorándose, primero la densidad óptica del cultivo a X~600 nm y segundo, el
porcentaje de lisis celular mediante la tinción con yoduro de propidio.
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2.4. EFECTOS DE LA ESTABILIZACIÓN OSMÓTICA DEL MEDIO DE
CULTIVO EN EL MUTANTE cdcl5-IytI Y EN OTROS MUTANTES EN EL GEN
CDC¡5 DE S. cerevis¡ae.
La adición al medio de cultivo de estabilizadores osmóticos es capaz de proteger de la
autolisis a aquellos mutantes cuyo defecto primario radica en una deficiente organización de la
pared celular o en alguna función directamente relacionada cotí elia (Torres y col., ¡99 1).
De los resultados presentados en el apartado anterior se desprende que una pequeña
variación en la presión osmótica del medio, como puede ser el montaje de las células en la
solución de yoduro de propidio desde el YPD en que se encuentran creciendo, Imede
determinar su lisis. Gracias a esta pequeña variación osmótica a que Rieron sometidas las
células se pudo observar el fenómeno lítico ¡u sllu, ya que si la lisis hubiese sido previa,
durante la incubación en el medio de cultivo, dificilmente se podría haber observado el material
citoplásmico liberado por la zona donde la célula pierde la integridad.
Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos dispusimos a determinar cuál es el efecto,
sobre el mutante cdclS-Iytl creciendo a 370C, de un estabilizador osmótico en el medio de
cultivo como es el sorbitol a una concentración 1 M.
2.4.1. Efecto del sorbitol 1 M.
Para estudiar el efecto de la estabilización osmótica sobre nuestro conjunto de mutantes,
y como ensayo previo, se realizó una cinética de crecimiento a temperatura restrictiva emí
medio con y sin sorbitol 1 M. Para ello, se crecieron las distintas cepas durante 16 horas en un
matraz con 50 ml de YPD con o sin sorbitol 1 M. Seguidamente se incubaron a 370C,
extrayéndose muestras a diferentes tiempos y analizándose su densidad óptica (?~= 600 mu) y la
proporción de células lisadas por tinción con yoduro de propidio. Los resultados se muestran
en la figura 19.
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De los resultados presentados en las figuras 19 y 20 se desprende que la estabilización
osmnotica del medio con sorbitol 1 M no es capaz de suprimir la termosensibilidad de ¡a cepa
L2C24d. Sin embargo, la estabilización osmótica permite que la lisis celular se retrase
ligeramente, lo que determina la aparición de un fenotipo simi]ar, aunque más pronunciado, al
observado cuando las células son crecidas sin sorbitol: aparecen estructuras apicales de tamaño
mús elevado y mayor proporción de células encadenadas. También nos llama la atención el
hecho de que la estabilización osmótica del medio de cultivo permita que un significativo
porcentaje de células, de las cepas haploides, se comporte de fonna similar a como lo hacemi las
cepas diploides y den lugar a células encadenadas a modo de rosario. Idénticos resultados se
obtuvieron en los diferentes fondos genéticos analizados y con los diferentes alelos de que se
dispuso.
Con el fin de documentar en mayor profundidad la imilluencia del sorbitol 1 M sobme las
cepas con el gen CDC15 mutado, decidimos realizar un estudio fenotípico cuantitativo. Para
ello se crecieron las distintas cepas en YPD y YPD más sorbitol 1 M durante 16 horas a 240C,
seguidamente se incubaron durante 6 horas a 370C y se observaron al microscopio de contraste
de fases. La cuantificación de las distintas estructuras celulares observadas se muestra en la
tabla 10. De ella cabe destacar que el efecto - del sorbitol en la formación de estructuras
anormales en estos mutantes, no es sólo cualitativo sino también cuantitativo. Así pues, la
proporción de células que muestran aberraciones apicales es muy superior en presencia del
estabilizador osmótico.
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De los resultados mostrados en la tabla 12 se deduce que el doble mutante edeiS, ¿‘¿¿di
deslocaliza el lugar de aparición de la estructura aberrante característica de la mutación emí el
gen CDCIS. El resultado que se ha obtenido es indicativo de que la estructura apical abeiramíte
objeto de estudio, respomide a las señales generales que rigen la polaridad celular, ¡o que nos
hace pensar que podríamos encontramos ante un nuevo intento de gemación por parte de la
célula hija.
Otro aspecto remarcable reside en que, al igual que en el mutante sencillo edeiS-], en el
doble mutante cdciS ¿‘¿¿di la célula madre pierde la capacidad de gemar, comx lo que la
gemación anormal y con localización al azar tiene lugar, únicamente, en ¡a célula hija.
2.6. TINCIÓN DE ACTINA DE MUTANTES cdcl5-lytl.
El crecimiento polarizado de las células de levadura precisa de la polarización del
citoesqueleto subcortical de actina, la cual determina la secreción de precursores de la pared
celular, y por tanto marca las zonas de crecimiento celular.
Al final de la anafase, momento de parada descrito para los mutantes en el gen CDCíS
(Schweitzer y Philippsen, 1991; Surana y col., 1993), la actina, en las células silvestres, se
emicuentra polarizada en la zona del septo para producir el crecimiento del mismo (Lew y Reed,
1993).
Deseábamos conocer cómo se encuentra dispuesto el citoesqueleto de actina en los
mutantes cdciS-Iyti a temperatura restrictiva. Para ello se mantuvieron las células durante 6
horas a 370C. Tras fijarlas, se tiñeron con faloidina conjugada con fluoresceína. La observación
en el microscopio de fluorescencia revela que el citoesqueleto de actina se halla polarizado cmi
las estructuras apicales del poío distal, lo cual resulta predecible si se piensa que es la zona
donde se está produciendo el crecimiento. Sin embargo, no se observa polarización de la actina
en la zona del septo. Este resultado indica que los mutantes en el gen CDCíS no inician, y por
tanto no llevan a cabo, la polarización de la actina a la zona del septo. El gen CDCi5 parece,
pues, esencial para la correcta orientación del citoesqueleto de actina en el momento de la
septacion.
En la figura 21 se ilustran los resultados detallados anteriormente. Las imágenes,
obtenidas por microscopia conifocal, muestran como el citoesqueleto de actina, teñido con
faloidina conjugada con fluoresceína, en un mutante cdci5-lyti tras 6 horas de incubación a
temnperatura restrictiva, se halla polarizado en la zona apical de la estructura de gemación
aberrante que muestra la célula hija.
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2.8. TINCIÓN DE NÚCLEOS.
En la bibliografia se encuentra descrito que los mutantes en el gen CDCiS son incapaces
de superar la anafase mitótica, deteniendo su ciclo celular con la yema del tamaño de la célula
madre (Culotti y Hartwell, 1971; Schweitzer y Philippsen, 1991; Molero y col., 1993; Surana y
col., 1993). Sin embargo, los resultados que hemos expuesto hasta el momento, indican que
los mutantes objeto de estudio, si bien presentan una parada en el ciclo celular al final de la
anafase, son capaces de superarla abordando una nueva fase 5 (tabla 12), y por tanto uit nuevo
proceso de gemación, que, como se expuso anteriormente, es polarmente anormal (cmi cepas
haploides) y morfogenéticamente erróneo, por lo que en última instancia determinará la lisis
celular.
La superación de la parada en el ciclo morfogenético se encuentra documentada en los
resultados anteriormente presentados. Sin etnbargn, con los resultados muostrados hasta el
momento, no podemos discernir si, el ciclo nuclear supera la parada en anafase paralelamente a
como lo hace el ciclo morfogenético o si, simplemente, estamos asistiendo a un
desacoplamiento entre ambos ciclos.
Estos antecedentes nos llevaron a realizar un estudio preliminar de la dinámica del ciclo
nuclear de los mutantes en el gen CDCiS. Para ello, se crecieron las células durante 16 horas a
240C y se dejaron expresar el fenotipo durante 6 horas a 37”C. Inmediatamente se fijaron y
tiñeron los núcleos con yoduro de propidio. El resultado se muestra en la figura 25. En ella se
observa cómo, al menos en la cepa diploide MYl, que a temperatura restrictiva da lugar a
células encadenadas, el ciclo nuclear no se halla detenido, sino que se desarrolla paralelamente
al morfogenético, lo que determina la aparición de un núcleo en cada una de las células unidas
sin septar. En cuanto a la cepa haploide analizada, el núcleo de la célula que produce la
estructura errónea, se encuentra en el cuello entre la célula hija y la estructura aberrante, lo que
indica que, posiblemente, se encuentre en estadios iniciales de su separación, hecho que no se
observa debido a la lisis que sufre la célula en ese momento.
Estos resultados indican que, contrariamente a lo descrito, tanto el ciclo nuclear como el
morfogenético, son capaces de superar el punto de detención del ciclo en la anafase mitótica, al
menos en las cepas diploides.
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2.9. CICLO NUCLEAR EN LOS MUTANTES DE LA ESTIRPE Iyt¡.
Emí las cepas diploides, como indican las tinciones de núcleos mostradas anteriormente,
los ciclos morfogenético y nuclear discurren de forma paralela. Sin embargo, en las cepas
haploides esta aproximación no es válida, ya que la lisis celular tiene lugar antes de que las
células inicien una nueva división nuclear.
Para dilucidar si el núcleo de las células haploides ha comenzado una llueva fase 5, o por
el contrario, no ha superado el punto de parada del ciclo nuclear descrito al final de la mitosis,
se realizaron estudios de citometría de flujo en los que se pretendió valorar la cantidad de
inateilal génico que poseen las células de las cepas mutantes en el gen CDCIS, tras ser
incubadas a temperatura restrictiva. Para ello se tiñó el material génico con yoduro de
propidio, previa eliminación del RNA por tratamiento con RNasa.
Se crecieron las células en un matraz de YPD durante 16 horas a 24W, tras lo cual se
incubaron a 37”C durante diferentes tiempos. Las células se permeabilizaron por tratamiento
con etanol al 70%. El RNA se eliminó por incubación en presencia de RNasa. Se tiñeromí las
células con yoduro de propidio y se analizó, mediante citometría de flujo, la fluorescencia que
produce este compuesto al interaccionar con el DNA. Los resultados aparecen en la figura 25.
En las gráficas mostradas se observa cómo cuando la cepa mutante crece a 24W (tiempo 0)
aparecen dos picos corresp¿ndientes a las poblaciones de células en fase G1 y U2. A las 2.5
horas de incubación a 37
0C, se comienza a observar varios efectos que se van acentuando
según avanza el tiempo de incubación a 37W:
- Primero, de acuerdo a lo esperado para un mutante que detiene su ciclo celular al
final de la mitosis, el pico de fluorescencia característico de la células en la fase U 1
comienza a disminuir hasta casi desaparecer.
- Segundo, aparece una población de células con un contenido de DNA superior al
de las células paradas en G2, que puede ser debido a la pequeña proporción de células
que han sido capaces de replicar elDNA antes de lisar, presentando varias células unidas,
cada una con su núcleo, fenómeno ya mostrado en la tabla 10.
- Tercero, el pico de fluorescencia característico de la población de células en la
fase G2 sufre un desplazamiento progresivo hacia zonas de mayor intemísidad de
fluorescencia, lo que indica que las células poseen una cantidad de DNA superior a las
células paradas en G2¡M. Este resultado indica que el núcleo podría haber comenzado
una nueva fase de sintesis de DNA o fase 5, y por tanto, indica que las células habrían
superado el punto de parada del ciclo celular del final de la mitosis.
También se sometió a este ensayo a la cepa diploide MYl, los resultados obtenidos son
s~~~ares a los conseguidos con las cepas haploides y aparecen representados en la figura 26.
En ella se pone de manifiesto la aparición de poblaciones de estructuras celulares que poseen
una cantidad de DNA muy superior a la de las células en fase G2 y, por tanto, la fluorescencia
de estas células aparece desplazada hacia zonas de mayor intensidad. Estos resultados son
congruentes con los mostrados en la figura 24, donde se observa como las cepas diploides dan
lugar a células encadenadas sin septar, conteniendo un núcleo cada una de ellas.
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2.9.1. Ensayos de citometría en medio estabilizado con sorbitol 1 M.
La estabilización osmótica del medio con sorbitol 1 M permite a las cepas mutantes en el
gen CDCIS retrasar ligeramente el proceso lítico (ver apartado 2.4. del presente capítulo), lo
que determina que los ciclos celulares dispongan de más tiempo para progresar antes de que
ocurra el fenómeno lítico.
Este fenómeíio, en los ensayos de citometría, debería permitir la observaciómí del ciclo
nuclear con mayor claridad. Se crecieron las cepas a 240C durante 16 horas en YPD
conteniendo sorbitol a una concentración 1 M, se incubaron a 370C durante diferentes tiempos
y se trataron del mismo modo que en ocasiones anteriores. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 27, donde se observa la paulatina aparición de una población de células
que exhibe una intensidad de fluorescencia elevada, de forma similar, pero más acentuada, a La
que se encuentra cuando no se estabiliza osmóticamente el medio.
Gráficas con el desarrollo mostrado en las figuras 25, 26 y 27 se pueden explicar por la
aparición de estructuras celulares con más de dos núcleos.
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2.10. ¿EL FENOTIPO ¡pl ES DEPENDIENTE DE ALELO?
Como se muestra en los apartados anteriores (tabla 10), la expresión fenotípica del
defecto en el gen CDCIS es diferente dependiendo de la cepa que se utilice. Así, la cepa
RH2IO (cdcli-1), cuando se incuba a 370C, detiene su ciclo celular con la célula hija de umm
tamaño comparable al de la célula madre, pero no desarrolla las estructuras apicales ni
manifiesta la lisis celular, típicas de la cepa L2C24d (cdcis-lyti).
Nos planteamos determinar si la formación de las estructuras apicales que desencademian
la lisis celular en la cepa L2C24d es específica de la mutación Iytl o si, por el contrario, se
debe a un efecto del fondo genético. Para discernirlo se cruzó la cepa RH2 10 con la cepa
silvestre 1784, el posterior estudio de los segregantes haploides que portaban el alelo cdcis-i
mostró un fenotipo con aberraciones apicales y nn elevado porcentaje de lisis celular en todos
ellos, lo cual indica que la expresión del fenotipo que hemos descrito es independiente del alelo
mutante.
En un intento por determinar si el carácter litico y morfológicamente aberrante depende
de algún factor determinado y sencillo del fondo genético, se cruzó la cepa RFI2 10 (cdciS-i)
con la cepa L2C24d (cdcis-lyti), el estudio de los segregantes mostró que todos ellos eran
capaces de desarrollar la morfología aberrante y sufrir el proceso lítico. Este resultado indica
que el fenotipo litico no depende de un único factor del fondo genético que pueda ser
genéticamente analizable de forma sencilla.
2.11. OTROS MUTANTES QUE MANifIESTAN CARACTERISTICAS
FENOTLPICAS SIMILARES.
Existen bastantes genes relacionados con el gén CDCíS, con función necesaria para las
células al final de la mitosis y cuya mutación confiere a las células un fenotipo similar al de los
inutantes en el gen CDCIS. Entre estos mutantes se han estudiado: (i) el mutante en el gen
DBF2, que codifica una proteina quinasa (lohnston y col., 1990; Toyn y Johnstomí, 1994) que
se supomie implicada en la desactivación del complejo Cdc28p-Clb2p al final de la mitosis
(Toyn y col., 1996), (u) el mutante en el gen CDCi4, que codifica una proteína fosfatasa (Wan
y col., 1992) y (iii) el mutante en el gen TEMJ, que codifica una proteína GTPasa de pequeño
tamaño de la familia de las proteínas Ras (Sbirayama y col., 1994b).
Las cepas mutantes en estos genes se crecieron a 240C durante 16 horas en matraces con
medio YPD, tras lo cual se diluyeron hasta densidad óptica 0.2 (X=600 nnx), se incubaron
durante 6 horas a 37W y se observaron en el microscopio de contraste de fases. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 28. En todas las células se observa la pérdida del patrón de
polaridad axial, así como el crecimiento anormalmente alargado de la yema emergente, lo que
determina la lisis celular. Todos estos rasgos fenotipicos son característicos de los mutantes en
el gen CDCJS, como se describe a lo largo del presente capítulo de resultados.
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3. DESARROLLO DEL CICLO CELULAR EN MUTANTES EN EL
GEN CDC¡S Y OTROS FUNCIONALMENTE RELACIONADOS.
En el apartado segundo del capitulo de resultados se documenta cómo los mutantes en el
gen CDCJS son capaces de superar el punto de parada del ciclo celular para ellos descrito.
Resulta fácil deducir que, tanto en las cepas haploides como diploides de los mutantes en el
gen CDCíS, el ciclo celular continúa más allá de la parada al final de la mitosis y aborda una
nueva fase 5. Este dato, además, está avalado por el hecho de que el ciclo nuclear de estos
mutantes progresa de forma paralela al ciclo morfogenético, es decir, no existe
descoordinación entre ellos (ver apartado 2.8. y 2.9. del presente capitulo).
Partiendo de estos antecedentes, nuestra hipótesis de trabajo Ihe la siguiente: los
mutamites en el gen CDCíS, a temperatura restrictiva, presentan deficiencias al final de la
mitosis que les impiden iniciar el proceso de septación y citoquinesis. Las disflinciones emm el
inicio del proceso de septación podrían ser las responsables de la activación de un mecamusnio
de control del ciclo celular, que obligaría a detener la progresión del ciclo al final de la anafase.
El objeto de la detención del ciclo sería proporcionar tiempo a la célula para subsanar las
anomalías conferidas por la mutación. La superación del supuesto punto de control sin
solucionar los problemas en la septación, ocasionados por la mutación, tendría como
consecuencia la pérdida del patrón de polaridad y la lisis celular descrita en el presente trabajo.
Esta hipótesis de trabajo implica la existencia de un mecanismo de control del ciclo
celular o “checkpoínt” que se activaría como respuesta a la deficiencia en algún proceso
celular mediado por el gen C’DCJS al final de la mitosis.
La existencia de un checkpomt en un determinado momento del ciclo celular se pone de
manifiesto por una parada del ciclo en ese punto. La parada puede ser definitiva o
momentánea, lo que redunda en un ciclo celular más largo que el de las células silvestres
(Hartwell y Weinert, 1989; Lew y Reed, 1995; Carr, 1996; Elledge, 1996; Yang y col., 1997;
Toczysky y col., 1997).
Para verificar nuestra hipótesis tenemos que demostrar que el ciclo celular de los
mutantes en el gen CDCJS, a temperatura restrictiva, se encuentra retrasado debido a ¡a parada
en la anafase mitótica. La aproximación experimental que se eligió consiste en medir el tiemupo
que transcurre desde que una célula (célula madre) aborda su primera gemación (que se
convertirá en la célula hija) hasta que la célula hija inicia una nueva gemación; la cual es
anormalmente apical, como se describe en el apartado segundo del presente capítulo de
resultados. El valor de tiempo obtenido se comparará con el tiempo invertido en el mismo
proceso por la célula hija de una cepa control apropiada. Dicha aproximación se detalla en la
figura 29.
Para llevar a cabo el ensayo de progresión del ciclo celular o “tirning” descrito
anteriormente, se crecieron las cepas objeto de estudio y sus cepas control, en idénticas
condiciones, durante 16 horas a 24W. Las células se colocaron sobre una lámina de YPD de
1 mm de espesor, que se situó entre un porta y un cubreobjetos. La observación se realizó en
un microscopio de contraste de fases dotado con una pletina termostatizada, que mantiene las
células a la temperatura deseada. Para más detalle ver el capitulo de materiales y métodos.
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3.1 ENSAYOS DE “TIMING”.
3.1.1. Ensayos de tiining con la cepa L2C24d (cdcl5-Iytl).
Se creció la cepa mutante L2C24d, durante 16 horas a 24W, en una placa de medio
mínimo suplementada con todos los aminoácidos y bases nitrogenadas necesarias para su
crecimiento. Las células se inocularon en una laminilla de YPD y se dispusieron sobre la pletimia
termostatizada, previamente calentada hasta 39.5W, (ensayos previos indican que es ésta la
temperatura óptima para la expresión del fenotipo en estas condiciones de ensayo). Como cepa
control se empleó la misma cepa L2C24d transformada con el plásmido centromérico pBS9
que porta el gen CDCI5 y que se comporta como una cepa silvestre a temperatura restrictiva.
La cepa control se creció del mismo modo que la cepa mutante, en una placa de medio mínimo
suplemnentada coii todos los aminoácidos y bases nitrogenadas necesarias excepto uracilo, ya
que éste es el marcador auxotrófico del plásmido.
El tiempo de gemación se midió en diferentes células y en distintos ensayos comí el fin de
mmnmnnzar el error. Como se detalla en la tabla 13, se encontró un retraso de alrededor de 45
minutos en la gemación de las células de la cepa mutante respecto de las células de la cepa
transformada con el plásmido que porta el gen silvestre.
Tabla 13:
Cepa Tiempo de gemación Tiempo de gemación Retraso
a 370C del control a 370C
L2C24d (cdcls-IytJ)
E0156 (teml-3)
VCYI (cdc)0-11)
VCY242d (cdc)0-11 cdc)5-1)
VCY242d + CDCl5
VCY242d + CDCIO
130.8 miii (32 cels.) 85.7 mm (25 cels.) 45 muin.
116.3 mm (23 cels.) 91.4 mm (10 cels.) 25 mm.
91.1 min (22 cels.) 83.2 mm (11 cels.) 8 mill.
83.7 mm (25 cels.) 77.4 mm (26 cels.) 6 ¡‘do.
81.1 miii (27 cels.) 83.7 mm (25 cels.)
119.2 mm (40 cels.) 83.7 mm (25 cels.) 36 mm.
Es necesario un nuevo control para asegurar que la responsable del retraso es la
¡nutación en el gen CDCJS, que porta la cepa L2C24d, y descartar que la expresión del gen
silvestre desde el plásmido pBS9, con el que se construyó la cepa control, pudiera interferir en
el ciclo celular y posibilitar a la cepa transformada progresar más rápidamente en el ciclo. Para
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realizar este control, se repitió el experimento en idénticas condiciones, pero a la temperatura
permisiva de 280C. El resultado recogido indica que la cepa control es válida para los ensayos
de tun mg, ya que no se observa retraso alguno en el ciclo celular de ninguna de las dos cepas a
temperatura permisiva (tabla 14).
Tabla 14:
Cepa Tiempo de gemación Tiempo de gemación Retraso
a 2~C del control a 280C
L2C24d (cdcí5-Iyt¡)
E0156 (teml-3)
VCY1 (cdclO-ll)
VCY242d (cdclo-I1 cdcls-1)
VCY242d + CDC15
VCY242d + CDCl 0
98.9 mm (24 cels.) 97.6 mm (25 cels.) 1 miii.
96.3 mm (21 cels.) 97.4 mm (18 cels.) miii.
103,9 miii (20 cels.) 102.5 mm (24 cels.) 1 miii.
95.6 miii (16 cels.) 95.2 miii (20 cels.) O miii.
94.5 miii (14 cels.) 95.6 min (16 cels.) mm.
94.6 miii (14 cels.) 95.6 mm (16 cels.) mm.
3.1.2. Ensayos de timing en un mutante en el gen TEMí.
Disponemos de la cepa mutante E0156 (teíni-3) y su isogénica silvestre RAY-3a,
cedidas amablemente por el Dr. Akio Toh-e de la Universidad de Tokio.
El gen TEMÍ se encuentra relacionado flmcionalmente con el gen CDCJS. Así lo imidican
los resultados de complementación en multicopia del gen CDCJS sobre la cepa mutante
E0156 (Shirayama y col., 1994b). También hay que tener en cuenta que el fenotipo temuninal
de la cepa mutante E0156 es indistinguible del fenotipo de las cepas mutantes en el gemí
CDCIS, como se muestra en la figura 28.
Con estos antecedentes se decidió llevar a cabo los estudios de tirning de la cepa FO 156,
empleándose como control la cepa isogénica silvestre RAY-3a. El ensayo se realizó en las
condiciones estandarizadas y descritas anteriormente.
El resultado se muestra en la tabla 13. Se observa un retraso de alrededor de 25 minutos
de la cepa mutante respecto de la cepa isogénica silvestre, lo que supone un 30% de aumento
del tiempo empleado en la consecución del ciclo celular, a temperatura restrictiva, por parte de
la cepa mutante en el gen TEMÍ respecto de su cepa isogénica silvestre. Este resultado es
similar al que se encontró en la cepa L2C24d (cdcli-IytJ), lo que parece indicar que el retraso
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del ciclo no es un efecto atribuible exclusivamente al defecto en el gen CDCIS, sino que podula
deberse a un mecamsmo celular encargado de dar cuenta de la correcta consecución de las
últimas fases de la mitosis, independientemente del gen afectado.
3.1.3. Ensayos de tirn¡ng en un mutante en el gen CDCIO.
El gen CDCJO pertenece a un grupo de genes que codifican unas proteínas estructurales
llamadas septinas, las cuales se localizan en la constricción entre la célula madre y la yemna a lo
largo de todo el proceso de gemación (Hartwell, 1971a; Flescher y col., 1993). Los mutantes
en el gen CDCIO son incapaces de llevar a cabo, de forma correcta, el proceso de septación. A
diferencia de los mutantes en el gen CDCIS, éstos son capaces de iniciar el proceso de
septación, pero no localizan el septo de forma correcta y éste presenta un desarrollo anómalo.
Manifiestan una morfología con yemas en forma tubular, determinada por la hiperpolarización
apical del citoesqueleto de actina (Cid, 1996).
El papel que desempeña Cdc lOp en el proceso de septacióii nos indujo a realizar ensayos
de tirning, con el ánimo de determinar si la deficiencia en el proceso de septación es la
responsable de activar el mecanismo de control que detiene el ciclo celular y por tanto
determnina el retraso observado en las cepas defectivas en los genes CDCIS y TEMÍ.
Disponemos de la cepa VCYI, que porta la mutación cdclO-11, y la cepa 1783,
isogénica silvestre de la anterior (Cid, 1996).
Los ensayos de timning se realizaron en las condiciones estandarizadas y descritas
anteriormente. Los resultados se detallan en la tabla 13. Contrariamente a lo esperado, los
tiempos de gemación que se encontraron en las células de la cepa mutante, respecto de su
isogénica silvestre, son muy similares. Los escasos 8 minutos de diferencia observados, podrían
ser consecuencia del desarrollo anormal de las yemas en la cepa mutante, las cuales, ya desde
su emergencia, presentan una morfología alargada y tubular anormal. El desarrollo, a
temuperatura pennisiva, tampoco reveló diferencia alguna entre las dos cepas, como se detalla
en la tabla 14
Este resultado, nos sugirió dos posibles explicaciones:
- Primero, el defecto en el proceso de septación no es el responsable de activar el
mecanismo de control celular, lo que indicaría que éste sería disparado por algún proceso
previo en el que se hallarían implicadas las proteinas CdclSp y Temlp.
- Segundo, la septina CdclOp (o la estructura de proteínas de la que forma parte)
se encuentra directamente implicada en la maquinaria señalizadora del mecanismno de
control celular, así, una defectuosa estructura en el anillo de septinas anularía el
mecanismo de control celular.
Para discernir entre las dos hipótesis, se decidió estudiar el tirning de una cepa doble
mutante en los genes CDCJO y CDC15. Como controles se utilizaron: la cepa doble mutante
transformada con el gen silvestre CDCJO en el plásmido centromérico YEpll 1, la cepa doble
mutante transformada con el gen silvestre CDCJS en el plásmido centromérico pBS9 y la cepa
doble mutante transfonnada con ambos plásmidos.
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3.1.4. Ensayos de tirning en el doble mutante cdclO cdcl5.
Disponemos de la cepa VCY242d, doble mutante cdclO-11 cdclS-1, obtenida por el
cruce y posterior esporulación y micromanipulación de las cepas VCYl (cdclO-11) y Rl-U ¡0
(cdclS-1) (Cid, 1996).
Los resultados obtenidos en los ensayos de tirning con la cepa VCY242d aparecen emi la
tabla 13, donde se muestra cómo la cepa doble mutante VCY242d transformada con el gen
CDCJO, es decir, defectuosa en el gen CDCIS, presenta un retraso de 36 minutos respecto de
la cepa control (cepa doble mutante transformada con los dos plásmidos); resultado similar al
obtenido previamente con la cepa L2C24d (cdclS-lyti).
Cuando se realizó el ensayo de tirn¡ng con la cepa doble mutante VCY242d
transformada con el gen CDCJS, es decir, defectuosa en el gen CDCIO, se encontró un valor
de tiempo de gemación idéntico al de la cepa control (cepa doble mutante transformada con los
dos plásmidos); resultado análogo al obtenido con la cepa VCYl (cdclo-11).
El tiempo de gemación de la cepa doble mutante cdclO cdciS es idéntico al de la misma
cepa transformada con los dos genes silvestres. Es decir, un mutante cdclS, en un fondo
mutante cdclO, no presenta retraso en el proceso de gemación. O lo que es lo mismo, los
inutantes en el gen CDCJO iio dispondrían del mecanismo de control del ciclo celular objeto de
estudio. Este resultado apoya la segunda de las hipótesis planteadas en el apartado anterior,
según la cual, la. estructura de septinas, en la que se encuentra integrada la proteína CdclOp,
formaría parte del sistema de señalización encargado de comprobar que se han llevado a cabo
correctamente todos los procesos del ciclo celular en el final de la mitosis.
Como en los ensayos anteriores, se analizó el tiempo de gemación a temperatura
permisiva de la cepa doble mutante VCY242d, así como de las cepas transformadas con cada
uno de los plásmidos portadores de los genes silvestres y la cepa transfonnada con los dos.
Los resultados se muestran en la tabla 14. En todas ellas el tiempo de gemación es comparable,
lo que indica que las diferencias observadas no son un artefacto debido a la presencia de los
distintos plásmidos.
3.1.5. Ensayos de tirning con la cepa diploide MN1 (cddS-lytI/cdcl5-1).
En todas las cepas estudiadas se ha observado un retraso en la gemación de la célula hija,
mientras que la célula madre pierde la capacidad de gemar. Sin embargo, como se muestra en
la figura 16, en las cepas diploides la célula madre si es capaz de comenzar una nueva ronda de
gemación, aunque inicia el proceso proliferativo posteriormente a la gemación de la célula hija,
lo que ya supone un retraso en el ciclo celular de la célula madre respecto del ciclo celular de la
célula hija.
La cepa elegida para este ensayo fUe la MYl, debido a que es la cepa diploide que
muestra el fenotipo con mayor intensidad. No obstante, la cepa MY 1 presenta un
inconveniente derivado de poseer los alelos ura3-52/URAS y ural/URA]. Este rasgo
genotípico nos imposibilitó transformarla con el vector pBS9, que porta el gemí CDC15
silvestre. Así pues, para lograr la cepa control, se transformó la cepa haploide L2C24d con el
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plásmido pBS9 y un transformante así logrado se cruzó con la cepa RI-1210. De este modo, se
consiguió una nueva cepa diploide, idéntica a la MYl, pero que porta el plásmido con el gen
CDCJ5 y que, por tanto, se comporta como una cepa silvestre a temperatura restrictiva.
Los resultados obtem¡idos en los ensayos de tirning con la cepa MYI se muestran en la
tabla 15. En ella se ilustra el anómalo retraso que sufre la célula madre en su nueva gemación
respecto de la célula hija, así como el retraso que ambas células, madre e hija, presentan
respecto de las células madre e hija de la cepa control. Nos llama la atención la notomia
disminución del retraso en la gemación que manifiesta la célula hija de la cepa diploide respecto
al retraso que muestra la célula hija de las cepas haploides (17 minutos la célula hija de la cepa
diploide frente a 45 minutos la célula hija de la cepa haploide).
Tabla 15:
Tiempo cepa MYl Tiempo cepa control Retraso
(370C) (370C)
Célula madre
Célula bija
100.4 mm. (38 cels.) 63.1 mio. (18 cels.) 37 mm.
84.4 miii. (38 cels.) 67.6 mm. (18 cels.) 17 miii.
Como en los casos anteriores, se llevó a cabo de forma paralela un control de las cepas,
realizándose los ensayos de tirníng a temperatura permisiva. De este modo, se pretendió
asegurar que las diferencias observadas no son debidas a la diferente expresión del gen CDCJS
desde el plásmido pBS9 (tabla 16).
Tabla 16:
Tiempo cepa MY1 Tiempo cepa control Retraso
(280C) (280C)
Célula madre
Célula hija
85.6 miii. (18 cels.) 84.9 mm. (18 cels.) 0.7 miii.
99.3 miii. (18 cels.) 98.3 miii. (18 cels.) 1 miii.
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3.2. EXPRESIÓN DEL FENOTIPO DE LOS MUTANTES EN EL GEN CDCJS.
Los resultados obtenidos indican que el producto del gen CDCJS se emrnuentra
involucrado en el inicio del proceso de septación, cuyo defecto origina la parada del ciclo
celular en la anafase mitótica. También hemos observado que las células pertenecientes a estas
cepas mutantes son capaces de superar la parada descrita del ciclo celular, abordando una
nueva fase 5 sin haber subsanado los problemas de septación del ciclo celular anterior, lo que
determina las disfimnciones morfogenéticas y de polaridad que exhiben los mutantes en el gen
CDCIS a temperatura restrictiva.
Observaciones previas nos advirtieron sobre la heterogénea expresióm¡ del fenotipo, en lo
referente a la ~uperaciónde la parada del ciclo celular. Este fenómeno ocurre no sólo en las
distintas cepas, sino también emi los diferentes experhnentos realizados en cada cepa. Por ello,
se decidió llevar a cabo estudios para determinar la relación entre las condiciones del cultivo y
la expresión del fenotipo.
La importancia de estos estudios se centr~. en la dependencia que existe entre la
proporción de células que supera la parada del ciclo celular con algunos factores que se
desconocen. Con estos ensayos se pretende clarificar e identificar los factores que determinan
la variabilidad fenotípica y, en definitiva, aportar información sobre la naturaleza de la parada
del ciclo celular ya que, no hay que olvidar, que son las células que superan la parada del ciclo
celular las que muestran el desarrollo anormal, en cuanto a su polaridad y morfogénesis se
refiere.
3.2.1. Influencia de la adición de medio de cultivo fresco en el momento de
comenzar la incubación a 370C.
Observaciones en el laboratorio nos alertaron sobre la diferente expresión fenotipica de
la mutacion cuando, después de crecer un cultivo de una cepa mutante en el gen CDCJS a
24W y previamente a la incubación a temperatura restrictiva, se renuevaa el cultivo añadiendo
YPD fresco al medio de cultivo anterior.
Para documentar esta observación se decidieron realizar el siguiente ensayo: se crecieron
las células en un matraz con 100 ml de YPD durante 16 horas a 24W; se dividió el cultivo en
dos matraces, a uno de los cuales se añadió 50 ml de YPD fresco, ambos matraces frieron
incubados a 370C durante 6 horas. Los resultados obtenidos sobre la expresión del femiotipo cmi
estas condiciones se exponen en la tabla 17.
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Al igual que ocurre cuando se estabiliza el medio con sorbitol 1 M (ver apartado 2.4. deI
capítulo de resultados), el efecto de la adición de medio fresco sobre el fenotipo no es sólo
cuantitativo, sino que el fenotipo de las estructuras aberrantes sufre un agudizamiento.
Fotografias de contraste de fases en las que se ilustra este resultado se muestran en la figura
31.
Este resultado abre diversas posibilidades sobre los fenómemios que pueden causar el
efecto fenotípico observado al renovar el medio de cultivo:
- La variación en la concentración de glucosa u otros nutrientes al renovar el medio
podría inducir el efecto observado.
- La varíación de pH al renovar el medio podría ser la responsable del efecto.
- La existencia de algún compuesto capaz de inducir la diferemíte expresión
fenotípica al renovar el cultivo.
- La existencia de algún compuesto capaz de inhibir la expresión del fenotipo,
sustancia que se diluiría por debajo de su umbral de actuación al renovar el medio de
cultivo.
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3.2.2. Influencia de la concentración de glucosa en el medio sobre la expresión dcl
fenotipo.
Al renovar el medio de cultivo, previamente a la incubación a 37W, ocurre un
incremento en la concentración de nutrientes y en especial de la glucosa. Deseábamos analizar
la posibilidad de que el aumento en la concentración de glucosa litera el responsable de la
variación en la expresión fenotípica.
Para determinar la influencia de la concentración de glucosa se preparó medio de cultivo
YPD que contenía diferentes concentraciones de glucosa (2%, 1%, 0.5%, 0.2% y 0.1%).
Se creció la cepa RH2IO (cdclS.-1), elegida por ser la que presenta el efecto objeto de
estudio con mayor intensidad, en YPD durante 16 horas a 24W y seguidamente se renovó con
YPD que contenía las diferentes concentraciones de glucosa. Los resultados obtenidos tras una
incubación de 6 horas a 370C se muestran en la figura 32. La variación en la concemítración de
glucosa parece no ejercer efecto alguno, ni como fUente de carbono ni como osmolito, sobre la
expresión fenotípica.
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De modo análogo se analizó la influencia de otros nutriemites, realizándose idémíticos
ensayos, añadiendo al medio de cultivo un complejo vitamínico y de cofactores (Nurse, 1975)
sin obtener diferencias fenotípicas, lo cual nos indicó que no debía tratarse de un factor
nutrícional.
3.2.3. Influencia de la variación de pH al renovar el medio.
Se han descrito genes requeridos para fenómenos morfogenéticos que se encuentran
regulados por variaciones de pH (Saporito-lrwun y col., 1995). Para verificar si nos
encontramos ante un fenómeno similar, en el cual la ligera variación de pH que pudiera ocurrir
al renovar el medio de cultivo con YPD fresco fiera la responsable de la diferente expresión
fenotípica, se preparó YPD tamponado con tampón fosfato 0.1 M, ajustado a diferentes
valores de pH. Se creció la cepa RH2lO en YPD durante 16 horas a 240C y seguidamente se
renovó con YPD tamponado. Como controles se emplearon: un cultivo sin remiovar y otro
renovado en YPD sin tamponar. Además, se midió el pH de todos los cultivos antes y después
de las 6 horas de incubación a 37W, encontrando los valores detallados en la tabla 1 8
Tabla 18:
pU del tampón 7.5 6.5 5 4 YPD YPD sin
renovar
pH inicial
pH final (6 h)
7.0 6.4 5.8 5.3 6.6 6.6
6.9 6.2 5.6 5.2 6.0 5.7
Con los valores de pH elegidos se cubrió el intervalo de variación pH que ocurre al
renovar el medio con YPD fresco. En la figura 33 se detallan los resultados obtenidos, en ellos
no se observa ninguna variación respecto a los resultados previamente mencionados; lo que
excluye a la variación del pH de las diferencias en la expresión del fenotipo.
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3.2.4. Existencia de alguna sustancia inductora de la expresión del fenotipo.
Dada la naturaleza compleja del YPD, que contiene extracto de levadura y un
hidrolizado proteico, nos dispusimos a analizar si en el YPD fresco existe algún compuesto
capaz de inducir la expresión del fenotipo cuando se refresca el cultivo y que es eliminado con
el crecimiento de las células a 240C.
Para aclarar este punto, se renovó el cultivo de la cepa RH2lO con YPD, en el que
previamente, se creció un cultivo de la misma cepa a 24W durante 16 horas y se filtró dos
veces con el fin de eliminar todas la células. De este modo, se renovó un cultivo de la cepa
RH2lO tras ser crecido a 24W, empleando un YPD ya usado y filtrado, carente, por tanto, de
la supuesta sustancia inductora. Sin embargo los resultados que se obtuvieron no revelaron
diferencia alguna entre renovar los cultivos con medio fresco o con medio usado, lo cual
compromete la hipótesis de la existencia de una sustancia inductora del fenotipo en el YPD
fresco.
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En otra aproximación paralela, se repitieron los ensayos sustituyendo el YPD como
medio de cultivo por medio mínimo (eliminando así la posible influencia de un medio tan
complejo como el YPD) suplementado con todos los aminoácidos necesarios. El resultado es
similar al obtenido con YPD, sin embargo, cabe señalar, que en medio minnno la expresiom¡
fenotípica es menor que en YPD, como se observa en la figura 34.
11111 Sin renovar
E Renovado
L2C24d
YPD
Cepa y medio de cultivo
Figwta 3M h4lu~wi~ detmedio ~k
~prvsi4n del f0aotipo,
3.2.5. Existencia de alguna sustancia inhibidora de la expresión del fenotipo.
Está descrito, sobre todo en organismos procarióticos y en bongos filamentosos, la
existencia de sustancias o factores secretados por las células al medio de cultivo, destinados a
modificar o dirigir los patrones de desarrollo morfogenéticos.
La secreción por parte de las células, cuando crecen a 24W, de algún factor capaz de
inhibir la nueva entrada en fase 5 sin haber terminado correctamente el anterior ciclo celular,
podría ser una nueva explicación a la diferente expresión fenotípica obtenida al renovar el
medio de cultivo. Esta nueva hipótesis de trabajo implica que dicha sustancia, para ser
Ñncional, tendría que encontrarse a una concentración adecuada. Así pues, la dilución del
supuesto factor inhibidor del ciclo al renovar el medio de cultivo con medio fresco, posibilitaría
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que una mayor proporción de células continuaran con el ciclo celular, produciendo las
aberraciones morfológicas descritas.
Para estudiar esta nueva hipótesis, se creció:un cultivo de la cepa RH2IO durante 16
horas a 240C, se eliminaron las células por filtración, lográndose un medio de cultivo filtrado,
que supuestamente contendría el factor inhibidor. El medio de cultivo así obtenido se liofilizó.
Se creció un nuevo cultivo de la cepa RH210 a 24”C, al cual, además de renovarse con
YPD fresco, se le añadió una cantidad de liofilizado equivalente al volumen de medio de
cultivo que se utilizó para renovar el cultivo; seguidamente, se incubó a 37W durante 6 horas.
De este modo se pretendia evitar el efecto conferido por la dilución del medio de cultivo cmi lo
referente a la hipotética sustancia inhibidora.
Como control, además delhabitual en el que s~ refrescan las células sin añadir liofilizado,
se incluyó otro en el que se refrescaron las células con medio de cultivo preparado a una
concentración doble, de este modo, se pretendió tener en consideración el aumento de
nutrientes y osmolitos provenientes del liofilizado. Los resultados se muestran en la figura 35.
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Como puede observarse en la gráfica de la figura 34, no se encuentra diferencia algwía si
al diluir el medio de cultivo se añade un liofilizado de medio de cultivo en el que previamente
se ha crecido otro cultivo de la misma cepa a temperatura permisiva. Estos resultados
cuestionan la hipótesis que planteábamos acerca de la existencia de una sustancia iíil¡ibidora del
ciclo celular secretada por las células almedio de cultivo.
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4. DETERMINACIÓN DE PROTEINAS QUE INTERACCIONAN
CON CdclSp.
A pesar de los numerosos intentos realizados, el detalle molecular de la flmción de la
proteína CdclSp permanece sin determinar (Surana y col., 1993; Spevak y col., ¡993;
Shirayama y col., 1994b; Toyn y col., 1996). Para definir los procesos en que CdclSp está
implicada sería de innegable ayuda el conocimiento de la interacción fisica, no sólo genética, de
CdclSñ con otras proteinas.
Para abordar esta cuestión se decidió intentar donar genes, cuyos productos
interaccionaran con CdclSp, utilizando el sistema de das hibridas (Fields y Song, 1989). Esta
técnica permite determimíar y donar genes, cuyos productos, unidos al dominio de activación
del DNA del producto del gen GAL4, son capacesde interaccionar fisicamente coii uno dado
que se usa como “cebo” y que se coloca en fase con el dominio de unión al DNA de dicho
activador transcripcional. En nuestro caso se empleó como cebo la mitad carboxilo terminal de
la proteína CdclSp ya que se trata del dominio no protein-quinasa y por tanto suponemos que
especifico o regulatorio de la flmción quinasa de la proteina.
Se diseñaron dos oligonucleótidos, el primero (2HA), contiene el punto de coite Salí
(1249) y la secuencia contigua hacia 3’ del ge» C’DCI5, al que se añadieron, además,
secuencias de corte para las enzimas Sinaí y XbaI para poder clonarlo eíi fase con el domimiio
de unión al DNA del gen GAL4. El segundo oligonucleótido (214112), se diseñó en el
terminador del gen CDCJS (hacia 5’ de la posición 3631) y se le introdujo una secuencia de
corte para las siguientes enzimas: Salí, Xbaí y Sinaí. Se amplificó por PCR, usando los
oligonucleótidos detallados y como DNA molde el gen CDCJS en el plásmido pBS9. El
fragmento amplificado, de 2.4 kb, se cortó con Salí y se intercambió por el fragmento
resultante de cortar el plásmido pBS9 con Salí. Este nuevo plásmido (pBS9a), que porta el
gen CDCJS, pero cuya mitad 3’ proviene de un amplificado por PCR, se transformó en una
cepa mutante lytl. Se eligió aquel plásmido que era capaz de complementar el fenotipo lítico,
lo que indica que la reacción de polimerización de la PCR no ha cometido ningún error
fenotípicamente detectable.
El plásmido pBS9a se cortó con Sinaí obteniendo un fragmento de 2.4 kb, que se clonó
en el punto Sinaí del plásmido pGBT9 (ver capítulc de materiales y métodos). Para comprobar
que se mantenia la fase de lectura entre el dominio de unión al DNA del gen GAL4 y el
fragmento cebo del gen CDCIS, se secuenció la zona de unión entre ambos fragmentos
génicos a través de un oligonucleótido fluoresceinado de secuencia, interno al dominio de
unión al DNA de GAL4 y cedido amablemente por la Dra. Molina (este departamento).
Una vez comprobada la construcción del cebo se transformó con ella la cepa l-LF7c de
5. cerevisiae. Esta cepa tiene inactivos los genes GAL4 y GALSO (inhibidor constitutivo del
gen GAL4), además tiene integrado el gen HIS3 bajo el promotor del gen GAL] y el gen laeZ,
bajo el promotor del gen GAL4. Una vez comprobado que el plásmido cebo no activa la
transcripción de los genes marcadores (H153 y lacZ), se transformó una genoteca de
5. cerevisiae en el plásmido pGADl3, que además porta el dominio de activación del gen
GAL 4.
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Se rastrearon entorno a l.2x106 clones, de los cuales 112 fUeron capaces de crecer emí
medio sin histidina. De estos 112, únicamente se eligieron 61 por ser capaces de producir
9-galactosidasa, producto del gen marcador lacZ. A todos ellos se les hizo perder el plásmido
cebo y se seleccionaron 18, que perdian la capacidad de producir la ¡3-galactosidasa (el resto
fUeron considerados falsos positivos, ya que el plásmido de la genoteca era capaz de activar la
transcripción del gen laeZ intrínsecamente, es decir, en ausencia del plásmnido con el cebo). Se
obtuvo el plásmido de la genoteca de los 18 positivos y se les retransformó de nuevo en la cepa
HF7c, que portaba el plásmido cebo. Ninguno de ellos fUe capaz de producir [3-galactosidasa
por lo que se les consideró, a todos ellos, falsos positivos.
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DISCUSIÓN
1. RESCATE ALÉLICO DE LA MUTACIÓN lytl.
La mutación lytI afecta al gen CDCJS de Saccharamyces cerevisiae, como demuestran
tanto los estudios de complementación del fenotipo termosensible como las características
fenotipicas del diploide cdcl5-1/lytl. (Yuste, 1995). Continuando el trabajo realizado por la
Dra. Yuste en este laboratorío, rescatamos y secuenciamos el alelo mutante cdclS-lytI
encontrando una única mutación, localizada friera del dominio quunasa de la proteína CdclSp y
que afecta a la única zona del gen, excluyendo el dominio quinasa, que presenta similitud con
cdc7% un posible homólogo fUncional del gen CDCIS de S. cerevisíae en la levadura de fisión
Schizasaccharamyces pombe (Fankhauser y Simanis, 1994). La mutación induce el cambio de
un residuo de glicocola, aminoácido no polar y con cadena lateral pequeña, por un glutámico,
aminoácido cargado negativamente a pH fisiológico y con cadena lateral voluminosa. No
parece descabellado especular que el cambio de residuos generado por la mutación pudiera
modificar suficientemente la estructura de la proteína CdclSp como para hacerla inestable y
por ello inactiva a elevadas temperaturas. Estos resultados definen, por tanto, un nuevo
dominio conservado, esencial para el mantenimiento de la estructura de la proteína CdclSp.
Actualmente, a excepción del citado cdc7~ de 5. pombe, no disponemos de los homólogos de
este gen en otros organismos, lo que nos impide conocer la verdadera importancia de este
dominio a lo largo de la escala filogenética.
Todos los alelos mutantes del gen CDCJS secuenciados hasta el momento,
exceptuando el alelo cdcls-lytI, presentan la mutación en la región que codifica los dominios
cataliticos característicos de las proteínas quinasas (Philippsen, comunicación personal;
Shirayama y col., 1996). Estos resultados nos inducen a pensar que las diferencias fenotípicas
que presentan las cepas portadoras de los distintos alelos mutantes pueden ser dependientes de
alelo; sin embargo, como discutiremos en el siguiente apartado, la diferente expresión
fenotípica observada en las distintas cepas se muestra independiente del alelo mutante
empleado.
1.t. LA SUSTITUCIÓN ALÉLICA DEL ALELO MUTANTE cdcl5-Iytl EN
UNA CEPA SILVESTRE.
A pesar de disponer de suficientes argumentos para asumir que la mutación lytl de 5.
cerevisiae se encuentra en el gen CDCJS, hemos tratado de sustituir, en una cepa silvestre, el
alelo fUncional por el alelo mutante cdclS-lytl. Esta cepa, además de ser la prueba definitiva
de la localización de la mutación ipí en el gen CDC15, nos habría permitido disponer de una
cepa isogénica silvestre de una cepa lytl. Dichas cepas habrían sido de gran interés a la hora de
llevar a cabo los ensayos de progresión a través del ciclo celular y, gracias a ellas, no habría
sido necesaria la construcción de las cepas control por transformación con plásmidos que
contenían los genes silvestres objeto de estudio.
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Sin embargo no hemos sido capaces de realizar esta sustitución, ya que, una vez
integrada la construcción de sustitución en el genoma de la cepa silvestre, no hemos
conseguido ningún clon que, por recombinación, haya expulsado el alelo silvestre del gen
CDCIS y, por tanto, posea el alelo mutante cdclS-lytl.
Las explicaciones a este hecho son múltiples: a pesar de utilizarse 45 clones distintos
que llevan integrada la construcción de sustitución, puede que dicha integración no haya sido
homóloga y no se haya introducido en el gen CDCJS. Otra explicación, quizás más plausible,
se basa en que la eliminación por recombinación homóloga del alelo mutante podría estar muy
favorecida respecto de la eliminación del gen silvestre, por ello todos los clones capaces de
crecer en 5-FOA presentan fenotipo silvestre.
2. FENOTIPO DE LOS MUTANTES EN EL GEN CDC1S.
El mutante lytl, cuando es incubado a 37W, se caracteriza por presentar lisis celular y
alteraciones en el patrón de gemación (Molero y col., 1993). Las cepas haploides que portan
esta mutación presentan un patrón de gemación distal, típico de las cepas diploides (Molero y
col., 1993). A su vez, las cepas diploides con los dos alelos del gen CDCJS mutados,
presentan un fenotipo de células encadenadas con aspecto arrosaríado.
2.1. EL FENOTIPO DE LOS MUTANTES edeiS ES INDEPENDIENTE DEL
ALELO MUTANTE QiJE PORTAN.
Los resultados que hemos obtenido indican que las variaciones del fenotipo de las
distintas cepas mutantes en el gen CDCIS no dependen del alelo mutante que portan. Tanto si
la mutación se encuentra en el dominio quinasa como en el dominio no quinasa, especifico de
la proteína CdclSp, se obtienen proteínas no fUncionales a temperatura restrictiva, que
determinan idénticos rasgos fenotípicos.
Las características del fondo genético de las distintas cepas mutantes podrían ser las
responsables de algunos de los rasgos fenotípicos diferenciales que hemos observado. Sin
embargo, el análisis genético llevado a cabo en la cepa diploide MYl, que además de portar
dos alelos mutantes distintos, deriva de diferentes fondos genéticos -uno que presenta una
elevada expresión del fenotipo lítico (L2C24d) y otro donde no se expresa (RH210)-, indica
que, en el caso de que exista influencia del fondo genético, ésta es compleja y escapa de un
análisis genético sencillo, ya que el estudio de la segregación meiótica de esta cepa mutante no
muestra un patrón mendeliano en la segregación del fenotipo litico.
Sin embargo, sí hemos encontrado dependencia entre la expresión del fenotipo lítico y
las condiciones ambientales en que se desarrolla el cultivo, como discutiremos postenormente.
En todo caso, el hallazgo de la dependencia entre la lisis y las condiciones de cultivo limita la
importancia de la posible influencia del fondo genético en la expresión fenotípica.
La independencia del fenotipo respecto del alelo mutante objeto de estudio, nos ha
permitido el uso de cualquiera de ellos, de acuerdo con nuestras necesidades, posibilitándonos
DISCUSIÓN 103
la extrapolación de los resultados al resto de cepas mutantes en el gen CDCIS que hemos
manejado.
2.2. ¿CORRESPONDE LA ESTRUCTURA APICAL ABERRANTE A UN
PROCESO ANÓMALO DE GEMACIÓN?
Molero y colaboradores (1993) postulan que las estructuras apicales caracteristicas de
los mutantes cdclS, se corresponden con intentos abonados de gemación. Si esto fUese cierto,
la localización de las estructuras apicales polarmente erróneas dependería de las señales de
polaridad generales de la célula. Para aclarar este aspecto, construimos la cepa doble mutante
cdclS-1 budl::URA3, la cual, a temperatura permisiva, gema al azar y a 370C presenta una
deslocalización, a lo largo de toda la célula, de las estructuras apicales aberrantes
características de la mutación en el gen CDCIS. La conclusión que podemos extraer de estos
ensayos apoya el postulado que identifica las prolongaciones apicales del mutante Ip! con
intentos anómalos de gemación. Otro resultado a favor de la hipótesis de la gemación anormal,
lo encontramos en el hecho de que, al estabilizar osmóticamente el medio con sorbitol o con
NaCí, los proyectos de gemación apicales, en las cepas haploides, consiguen eludir
momentáneamente la lisis y dan lugar a cadenas de células unidas a modo de rosario, fenotipo
similar al mostrado por las cepas diploides con o sin sorbitol en el medio.
Los resultados mostrados indican que la estructura apical aberrante que aparece en las
células haploides de los mutantes en el gen CDCJS es la manifestación de un proceso anómalo
de gemación y no cualquier otro tipo de irregularidad morfogenética. Es decir, por algún
motivo, que trataremos de discutir en los apartados siguientes, la mutación del gen CDCIS
hace perder a las células de las cepas haploides su patrón habitual de polarídad en la elección
del sitio de gemacion.
2.3. TOPOLOGIA DE LA LISIS.
Hemos observado que la lisis, topológicamente, tiene lugar precisamente por la
estructura apical anómala de gemación (figura 18 del capítulo de resultados), hecho que
podríamos explicar considerando que la maquinaria de la célula haploide no está preparada
para acometer una gemación polar. La célula haploide, al verse obligada a modificar su patrón
característico de polaridad, podría presentar dificultades importantes para generar una pared
celular normal, dando lugar a una pared debilitada que provocaría la lisis celular. El sorbitol, al
ser capaz de estabilizar ligeramente la pared de la levadura, permitiría que las incipientes yemas
apicales se desarrollen un poco más antes de sufrir el proceso lítico y determinaría la aparición
del fenotipo de células encadenadas, de forma análoga a lo manifestado por una cepa diploide
con ambos alelos del gen CDCIS mutados. Sin embargo, las estructuras celulares encadenadas
de gran tamaño que muestran tanto las cepas diplodes como las haploides en presencia de
sorbitol, a temperatura restrictiva, pronto serían inestables y lisarían. Recientemente se ha
implicado en la lisis celular a defectos en el proceso de septación y citoquinesis (Epp y Chant,
1997). De modo análogo se podría explicar la lisis que ocurre en los mutantes cdc15, ya que,
como se discute en el siguiente apartado, éstos no son capaces de llevar a cabo el proceso de
septacion.
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También es significativo el hecho de que la gemación apical aberrante de las células
haploides tiene lugar, de modo general, en la célula hija, mientras que la célula madre pierde la
capacidad para abordar un nuevo proceso de gemación. En las cepas diploides, en este
aspecto, observamos un anómalo adelantamiento de la gemación de la célula hija respecto de la
célula madre, fenómeno que discutiremos en los apartados siguientes. No hay que olvidar que
en las cepas silvestres la gemación de la célula hija sufre un retraso respecto a la nueva
gemación de la célula madre, debido a que ha de alcanzar un tamaño mínimo crítico,
previamente a abordar la gemación (Roemer y col., 1996). Una explicación al hecho de que en
la cepas haploides la célula madre pierde la capacidad de gemar, podemos encontrarla si
consideramos que el fenómeno lítico sobreviene previamente al inicio del proceso de gemación
de la célula madre.
En cualquier caso, resulta evidente la existencia de un retraso anómalo en la gemación
de la célula madre respecto de la célula hija en las cepas diploides, efecto que se agudiza en
cepas haploides, hasta el extremo de no llegar a producirse la gemación de la célula madre.
2.4. IMPLICACIÓN DE CdclSp EN EL PROCESO DE SEPTACTÓN.
Otro aspecto importante del fenotipo de los mutantes en el gen CDCJS, radica en su
incapacidad para iniciar y, por tanto, llevar a cabo el proceso de septación, como indican los
resultados de microscopia de transmisión (figura 22 del capitulo de resultados). Este hecho es
el determinante de la aparición de cadenas de células sin septar en cepas diploides, efecto que
también se manifiesta en cepas tanto haploides como diploides, cuando se encuentran en
presencia de sorbitol 1 M.
El defecto en la septación parece lógico dado que la actina no se polariza hacia la zona
del septo para determinar su formación (Lew y Reed, 1993). Estos autores han descrito que,
para que la actina se polarice en la zona del septo, es necesana la inactivación del complejo
Cdc28p-Clb2p, pero los mutantes cdclS detienen su ciclo celular con elevada actividad quinasa
Cdc28p-Clb2p (Surana y col., 1993).
Recientemente se ha descrito la proteína íqgl/Cyklp (Epp y Chant, 1997; Lippincott y
Li, 1998). Estos últimos autores localizan a esta proteína en la zona del septo y la describen
como esencial en el ensamblaje de un anillo de miosina imprescindible para que se lleve a cabo
el proceso de septación. Lippincott y Li (1998), determinan, a su vez, la dependencia de todo
el proceso anteriormente descrito a la presencia de la proteína CdclSp activa. Estos datos
reafirman la implicación del producto del gen CDCIS en la septación de 5. cerevisiae.
Otro dato que refUerza el papel del gen CDCJS en el proceso de septación, la
encontramos en la fUnción de cdct, su homólogo en la levadura de fisión £ painhe. Los
mutantes de £ pombe en el gen cdc?”, son incapaces de realizar el proceso de septación
(Fankhauser y Simanis, 1994). No obstante, existe un rasgo diferenciador entre ambos
homólogos y es que la sobreexpresión del gen cdc?” en 5. pambe determina la aparición de
múltiples rondas de septación sin abordar la división nuclear (Fankhauser y Simanis, 1994),
efecto no observado al sobreexpresar, ni el gen CDCIS completo de 5. cerevisiae (Philipssen,
comunicación personal), ni el dominio quinasa (resultados no mostrados). Este efecto no
parece extraño, ya que la regulación del ciclo celular y la coordinación con el ciclo
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morfogenético en ambos organismos, especialmente al final de la mitosis, manifiesta diferencias
sustanciales (MacNeil y Nurse, 1997).
Recientemente se ha descrito el gen spg1~ de 5. pombe, homologo fimcional del gen
IBM] de £ cerevisiae (Schmidt y col., 1997) como un gen esencial para la septación de la
levadura de fisión, este dato, y a la vista de la relación genética y fUncional que muestra con el
gen CDCIS, refUerza el papel, que proponemos en este trabajo, del gen CDCJS en la septación
de las células de 5. cerevisiae.
2.5. INFLUENCIA DE LA SEPTACIÓN EN LA ELECCIÓN DEL PATRÓN DE
POLARIDAD.
Existen evidencias que indican que el proceso de septación es fUndamental para el
establecimiento del patrón axial de gemación (Chant, 1996a). Los datos que nosotros hemos
obtenido con los mutantes en el gen CDCIS respaldan esta hipótesis, e indican que para que la
célula elija el eje de polaridad axial, previamente ha de realizarse apropiadamente el proceso de
septación. Resultados similares han sido obtenidos con mutantes en el gen CDCJO, los cuales
son capaces de iniciar la septación, pero no de localizar correctamente el septo, el cual,
ademñs, presenta una estructura anómala (Cid y col., 1998). Los mutantes cdclO también
exhiben alteraciones en la elección del patrón de polaridad axial.
No hay que olvidar que el nuevo patrón de polaridad que muestran los mutantes con
problemas en el proceso de septación es dependiente del sistema de polaridad general de las
células, liderado por la GTPasa Budlp. Como hemos descrito en el capitulo de introducción,
existen unas señales, reconocidas por la maquinaria general del establecimiento polaridad, que
determinan el patrón axial de gemación. Estas señales, hasta donde se conoce, están generadas
por las proteínas Bud3p, Bud4p, BudlOp y Axllp (Chant y col., 1995; Sanders y Herskowitz,
1996; Halme y col., 1996). Las tres primeras se localizan en la estructura de 10 nni, mantenida
por la septinas en el cuello entre la célula madre y la hija. Los mutantes en la septina CdclOp
son incapaces de construir adecuadamente la estructura anular de 10 nm, de ese modo es
previsible que las señales encargadas de marcar el patrón axial no se ensamblen correctamente
y no sean capaces de atraer hacia ellas la maquinaria de polaridad celular, dirigiéndose ésta, por
defecto, a las señales de polaridad permanentes que residen en los poíos de la célula (Zahner y
col., 1996). En los mutantes en el gen CDCIS el resultado fenotípico es similar: tiene lugar un
desplazamiento de la polaridad desde el patrón axial al bipolar. Sin embargo el anillo de
septinas en los mutantes cdcls parece correctamente ensamblado, como demuestran ensayos
llevados a cabo con la fUsión de CdclOp a la proteína verde. En estos mutantes el anillo de
septinas permanece ensamblado, incluso cuando ya ha comenzado la gemación apical aberrante
en la célula hija, hecho insólito ya que hasta ahora se postulaba que para comenzar una nueva
gemación, previamente, las células tenían que desorganizar la estructura de septinas del
anterior ciclo (Chant, 199Gb). Estos resultados, además, refUerzan la propuesta del papel
esencial de la septación para la correcta elección de la polaridad en el siguiente ciclo de
división (Longtine y col., 1996). En los anteriores ensayos también cabe remarcar la
incapacidad de los mutantes cdclS para localizar el anillo de septinas en la base del proyecto
de gemación apical aberrante. La ausencia del anillo de septinas parece, pues, determinante en
el fenotipo con constricciones anchas y anómalas similares a los shmaas, que muestras los
mutantes en el gen CDCIS en los proyectos de gemación apicales aberrantes que hemos
descrito.
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Recientemente se ha localizado a la proteína cdc7 de 5. pambe (homóloga de Cdc ISp)
en el cuerpo polar del huso, si bien, cuando se lleva a cabo la división del SPB, cdc7 sólo
aparece en uno de ellos (Sobrmann y col., 1998). Si esta distribución asimétrica se pudiera
demostrar también en 5. cerevisiae, sin duda obtendríamos importante información para
explicar las anomalias en el patrón morfogenético que manifiestan los mutantes en el gen
CDCIS. Del mismo modo, y dentro del campo de la especulación, la distribución asimétrica de
CDCJS podría ser la clave para explicar la imposibilidad que muestra la célula madre para
abordar un nuevo proceso de gemación en la células haploides de estos mutantes.
2.6. LOS MUTANTES cdcl5 NO MUESTRAN UNA PARADA ESTRICTA DEL
CICLO CELULAR.
Sorprendentemente, el fenotipo que hemos observado está en discordancia, no sólo con
el fenotipo descrito hasta ahora para los mutantes cdclS, sino también con la propia definición
de mutante cdc. Los mutantes cdc son aquellos que detienen el ciclo nuclear en un
determinado momento, debido a la carencia de algún componente esencial para la progresión
del mismo (Pi-ingle y Hartwell, 1981). Nuestros resultados indican que los mutantes cdclS no
detienen definitivamente el ciclo al final de la anafase (Culotti y Hartwell, 1971; Surana y col.,
1993), sino que, al menos, en lo referente al ciclo morfogenético, superan la anafase del
presente ciclo y entran de nuevo en el ciclo, produciendo, por tanto, una nueva ronda de
gemación. El soslayo de la parada descrita, al menos por el ciclo morfogenético, abre dos
opciones diferentes: (i) El ciclo nuclear se halla detenido y el ciclo morfogenético continúa con
la gemación errónea que determina la lisis; es decir, se produce una descoordinación entre
ambos ciclos; y (u) El ciclo nuclear supera la parada en la anafase y discurre paralelamente al
ciclo morfogenético. Nuestros datos indican que el ciclo morfogenético está acompañado por
el ciclo nuclear, como lo demuestran las tinciones de núcleos en la cepas diploides (figura 24
del capítulo de resultados), donde cada célula de la cadena dispone de un núcleo (si hubiese
descoordinación entre ambos ciclos, y el ciclo nuclear se encontrara detenido, la mayoría de las
células de la cadena no dispondrían de núcleo). En las células haploides la lisis sobreviene
previamente a la nueva división nuclear, sin embargo, ensayos de citometría (figuras 25, 26 y
27 del capítulo de resultados) demuestran que los núcleos se encuentran en la fase 5, ya que
presentan una cantidad de DNA superior a la esperada si los ciclos nucleares estuvieran
parados en la anafase.
2.7. INFLUENCIA DE LA ESTABILiZACIÓN OSMÓTICA DEL MEDIO EN
EL FENOTIPO DE LOS MUTAN]?ES cdcl5.
Los resultados de la topología de la lisis, así como la explicación que hemos propuesto
al fenómeno mostrado en las fotografias de la figura 18 del capítulo de resultados, donde
ilustramos cómo la lisis celular sobreviene debido al cambio en la osmolaridad que sufren las
células al ser trasladadas del medio de cultivo a una solución de yoduro de propidio, nos animo
a realizar estudios acerca de la influencia de la osmolaridad del medio en el fenotipo de los
mutantes en el gen CDCJS. La comparación del comportamiento de las células en medio sin
estabilizar y estabilizado osmóticamente es un método comúnmente utilizado para el estudio
del estado de la pared celular (Torres y col., 1991).
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Cuando los mutantes en el gen CDC¡5 son incubados en un medio osmóticamente
estabilizado, bien sea con sorbitol o con NaCI, observamos dos manifestaciones diferentes:
- En cepas haploides, protege a las células de la lisis, permitiéndoles continuar el ciclo
celular, aunque de forma polarmente errónea, lo que detennina la aparición de células
encadenadas, de forma análoga al desarrollo fenotipico que presentan las cepas diploides
en medio sin estabilizar.
- Aumenta de forma significativa la proporción de células que superan la parada del
ciclo celular y abordan un nuevo ciclo, determinando la aparición de todas las
aberraciones morfogenéticas que hemos descrito. Este efecto se observa, incluso, en
cepas como la RH210, la cual, en medio sin estabilizar, no es capaz de superar la parada
del ciclo, mientras que en medio estabilizado osmóticamente, presenta una marcada
proporción de células que se aventuran en una nueva fase 5 (ver tabla 10 del capítulo de
resultados).
El primer efecto observado es predecible si se considera la acción del sorbitol 1 M
como estabilizador osmótico, ya que compensa, momentáneamente (las células se acaban
lisando), la flmnción de una pared debilitada. Sin embargo, las células muestran,
invariablemente, el fenotipo de pérdida del patrón de polaridad axial y la incapacidad de septar;
es decir, en definitiva, la estabilización osmótica es incapaz de suprimir los defectos primarios
de los mutantes en el gen CDCJS. Estos resultados indican que el defecto primario de los
mutantes cdclS es ajeno a la pared celular y que la lisis tiene lugar como efecto secundario a
las disflinciones conferidas por la mutación. En este ámbito se han descrito otros mutantes
afectados en el proceso de septación cuya manifestación última es la lisis celular, lo que parece
indicar que una correcta septación es imprescindible para la integridad celular (Epp y Chant,
1997).
Más que el aparente efecto sobre la lisis celular, nos llama la atención el notable
aumento en la proporción de células capaces de superar la parada del ciclo celular en presencia
de un medio osmóticamente estabilizado. No disponemos de explicación para este fenómeno,
pero nos informa sobre la sensibilidad que muestra la expresión del fenotipo termosensible
frente a las variaciones de las condiciones ambientales.
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3. CICLO CELULAR DE LOS MUTANTES ESTUDIADOS CON
ANOMALIAS EN EL FINAL DE LA M1TOSIS.
Hasta ahora hemos discutido acerca de cómo los mutantes en el gen CDC1S superan la
parada del ciclo celular descrita clásicamente para ellos (Culotti y Hartwefl, 1971; Surana y
col., 1993). En las cepas diploides la parada del ciclo celular es superada tanto desde una
perspectiva morfogenética, con la emergencia de una nueva yema, como desde el punto de
vista del ciclo nuclear, con la división del núcleo de forma paralela a la gemación. A su vez,
como discutiamos previamente, en las células haploides la replicación del material génico
comienza, aunque no llega a manifestarse en la aparición de un nuevo núcleo independiente,
debido al advenimiento del fenómeno litico.
Parece claro, según lo discutido en el párrafo anterior, que no existe descoordinación
entre el ciclo morfogenético y el nuclear, ya que ambos superan el punto de parada del ciclo
celular al. final de la mitosis.
¿Cómo explicar que los mutantes en el gen CDCIS superan la parada del ciclo y se
aventuran en un nuevo ciclo, determinando la aparición de aberraciones de polaridad que
producen la lisis celular?. Una respuesta a esta pregunta la encontramos en la hipótesis
formulada por Murray (1995), que postula que bajo la parada del ciclo celular de numerosos
mutantes cdc se oculta un mecanismo del tipo checkpaint, que detecta las distinciones
conferidas por la mutación cdc y detiene el ciclo celular con el objeto de repararlas. Esta
hipótesis es compartida por el grupo del Dr. Nasmyth (Surana y col., 1993), que centrándose
en los mutantes cdcls, hipotetizan sobre la posibilidad de que la parada del ciclo celular de
estos mutantes, pudiera ser debida a la activación de un punto de control del ciclo celular o
checkpoint, que aseguraría la correcta consecución de la mitosis antes de abordar un nuevo
ciclo celular.
De la definición de checkpoint se puede extraer que su manifestación fenotípica más
notable es el retraso que sufre el ciclo celular debido a la detención del mismo, con el objeto de
proporcionar el tiempo suficiente para reparar o solucionar las anomalías responsables de la
activación de dicho punto de control. Así pues, la forma más simple y por ello, comúnmente
empleada, para revelar la existencia de puntos de regulación del ciclo celular o checkpaints,
consiste en detectar el retraso en el ciclo de las células, producido por ese punto de control
celular, respecto de las células control, en las que no se manifiesta (Lew y Reed, 1995; Murray,
1 995; Elledge, 1996; Yang y col, 1997; Toczyski y col, 1997).
3.1. CICLO CELULAR DE LOS MUTANTES cdcl5.
Disponemos de resultados previos que indican la existencia de un retraso en el ciclo
celular de los mutantes cdclS. Hemos observado dicho retraso, por ejemplo, en la célula
madre, respecto de la célula hija, en las cepas diploides (ver figura 16 del capítulo de
resultados y el apartado 2.3. del presente capítulo). Así pues, llevamos a cabo ensayos de
seguimiento del ciclo celular de los mutantes cdcls, con los que pretendimos determinar sí
existe algún retraso en el ciclo celular. Para ello, cronometramos el tiempo que transcurre
desde que una célula, de una cepa mutante, (la célula madre) inicia la gemación hasta que su
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hija comienza a emitir la yema apical errónea. De este modo si hubiera una detención
momentánea del ciclo celular en la anafase mitótica, ésta quedaría reflejada en un aumento en
el tiempo de gemación, respecto de una cepa control que no manifieste la parada del ciclo.
Para medir el tiempo que invierten los mutantes cdcls en la realización de su ciclo
celular, elegimos la cepa L2C24d, dado que presenta una elevada proporción de células que
superan la parada en la anafase. Como cepa control usamos la misma cepa L2C24d, pero
transformada con el plásmido centromérico pBS9, portador del gen CDC]5 silvestre. La cepa
control elegida, se comporta como silvestre a temperatura restrictiva y, además, el análisis del
ciclo celular a temperatura permisiva no revela diferencia alguna entre esta cepa y la cepa
mutante. Por ello admitimos que la cepa control elegida es apropiada para nuestros propósitos
y que las diferencias que encontremos entre ella y la cepa mutante serán debidas al retraso en el
ciclo celular que presentan las células mutantes.
Los resultados que recogimos muestran un retraso significativo de la cepa mutante en
el gen CDCJS respecto del control (45 minutos, ver tabla 13 del capítulo de resultados). Este
dato parece indicar la existencia de un punto de control, sin embargo hay otras explicaciones
alternativas que, con los resultados discutidos hasta el momento, no podemos descartar:
- La cepa mutante, por el hecho de no disponer de la ftmción del gen CDCJS, progresa
más lentamente a través del ciclo celular, lo que podría dar cuenta del retraso observado.
- El retraso que manifiestan las células mutantes podría ser el resultado del tiempo que
necesitan para reorientar el eje de polaridad desde la zona axial a la polar distal, con lo
cual la única disflinción de estos mutantes sería la deslocalización del patrón axial de
gemación como resultado del defecto en citoquinesis que presentan.
No obstante, como discutiremos en apartados posteriores, y a pesar de las anteriores
argumentaciones, la forma más plausible de explicar los resultados que mostramos en este
trabajo es la existencia de un punto de control del ciclo celular que se activa cuando la célula
carece de la fUnción de la proteína Cdc lSp.
3.2. CICLO CELULAR DEL MUTANTE teml-3.
La relación genética descrita entre los genes CDCIS y TEMí (Shirayama y col.,
1994b), así como el fenotipo similar de los mutantes de cada uno de estos genes, nos animnó a
estudiar el tiempo de gemación del mutante teml-3. La cepa control que usamos, dado que en
este caso disponíamos de ella, fUe la cepa isogénica silvestre. El resultado que obtuvimos fue la
existencia de un retraso significativo del ciclo celular (25 minutos, ver tabla 13 del capítulo de
resultados), aunque menor al recogido para el mutante cdcls. La explicación para la reducción
del retraso del ciclo celular podría deberse a diferencias intrínsecas a las cepas utilizadas. Pero,
en todo caso, el retraso del ciclo encontrado en el mutante teml-3 parece lo bastante
importante como para ser comparable al de los mutantes cdclS.
Quizás el aspecto más importante a resaltar de este resultado sea que el retraso del
ciclo celular no es exclusivo de los mutantes en el gen CDCIS; es decir, no es debido a la falta
de la función de este gen concreto, sino a la ausencia de un mecanismo en el que, además,
participan otros componentes, como el producto del gen TEMí. Tampoco hay que olvidar que
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la relación entre ambos genes, así como su implicación en la septación, ya está descrita en S.
pambe (Sclunitd y col., 1997). La conjunción de estos resultados sugiere que £ cerevisiae
también dispone de un mecanismo molecular integrado por distintos elementos y destinado a
dirigir los últimos estadios de la mitosis. Una hipótesis similar, en cuanto a la estructuración del
mecanismo, ha sido propuesta por el grupo del Dr Toh-e (Shirayama y col., 1994b), los cuales
proponen una ruta de transducción de señales destinada a determinar el final de la mitosis, en la
que se encontraría implicado un grupo de quinasas formado por Cdcsp, CdclSp, Dbf2p y una
GTPasa de pequeño tamaño (Temlp). Esta opinión, aunque desde un punto de vista
exclusivamente centrado en el ciclo nuclear, es compartida por el grupo del Dr Jobnston (Toyn
y col., 1996), que involucra a todo este grupo de proteínas, junto con Siclp, en la
desactivación del complejo Cdc28p-Clb2p. Sin embargo, en virtud a los resultados obtenidos
en este trabajo, resulta evidente la implicación de todo este grupo de proteinas (Cdc 1 Sp,
Temlp, Dbf2p, Cdcl4p) en la regulación de eventos morfogenéticos, pudiéndose explicar su
reflejo en el ciclo nuclear por el hipotético checkpoint introducido anteriormente.
3.3. CICLO CELULAR DEL DOBLE MUTANTE cdclO-11 cdcls-1.
Los mutantes cdcls son incapaces de septar. Para estudiar si la ausencia o las
disfunciones en el proceso de septación son las responsables del retraso en el ciclo celular
observado en los mutantes del gen CDCJS, medimos el tiempo de gemación en el mutante
cdclo-11, el cual es capaz de iniciar el proceso de septación, pero no de localizar el septo en el
lugar preciso, presentando éste, además, una morfología anormal (Cid y col., 1998). La cepa
control que empleamos fue la cepa isogénica silvestre. Sorprendentemente, el resultado que
obtuvimos fue un ligero retraso (8 minutos, ver tabla 13 del capitulo de resultados) de la cepa
mutante respecto de su isogénica y que creemos puede ser explicable, no por un mecanismo de
control del ciclo, sino más bien por el desarrollo morfogenético aberrante que muestra la célula
hija, ya desde el momento de su emergencia. Esta morfología anormal, con yemas alargadas y
aspecto tubular a lo largo de todo su desarrollo, está descrito que es consecuencia del
deficiente ensamblaje del anillo de septinas, que determina el crecimiento biperpolarizado de la
yema (Longtine y col., 1996).
El tiempo normal en el ciclo celular de los mutantes edolO-il, nos animó a realizar los
ensayos de timing con una cepa doble mutante cdclO cdclS.
El resultado obtenido manifiesta que los dobles mutantes cdclo cdclS no presentan
retraso alguno en su ciclo celular (ver tabla 13 del capítulo de resultados) indicando que, en un
fondo genético cdclO, los mutantes cdclS no muestran retraso en el ciclo celular.
Este resultado, invalida las explicaciones alternativas al retraso del ciclo celular de los
mutantes cdcl5 discutidas en el apartado 3.1. del presente capitulo, ya que, el doble mutante
cdclO cdclS muestra los mismos rasgos fenotípicos que conducen a la lisis del mutante cdcls,
pero sin presentar retraso en el ciclo celular. Es decir, el retraso observado en los mutantes
cdcls o teml-3, no es debido a un desarrollo más lento del ciclo del mutante cdclS o teml-3,
ni a los problemas en la polaridad mostrados por ambos mutantes. La ausencia de retraso en el
ciclo celular del doble mutante cdclo cdclS es la prueba más importante de que disponemos
para soportar la hipótesis de la existencia de un checkpaint, que se encargaría de dar cuenta de
la correcta finalización de la mitosis. Además, estos resultados vinculan a la estructura
determinada por el anillo de septinas en el mecanismo del posible checkpaint que proponemos.
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Otra importante linea argumental que abre el fenotipo del doble mutante cdclO cdc¡S
la encontramos al intentar explicar el fenómeno hallado. La ausencia de retraso en el ciclo
celular que muestran los mutantes cdclS cuando se encuentran en un fondo genético cdc JO,
nos incita a pensar que el anillo de septinas podría estar involucrado en el checkpaint. Sin
embargo, no parece sencillo explicar cómo unas proteínas de carácter estructural pueden
desempeñar una fUnción señalizadora, más propia de componentes enzimáticos del tipo
protema quinasa. La explicación tal vez haya que buscarla en la gran cantidad de proteínas que
se ensamblan y colocalizan con el anillo de septinas (Chant y col., 1995; Sanders y Herskowitz,
1996; Halme y col., 1996; de Marini y col., 1997). Así pues, un anillo deficiente por la
mutación en el gen CDCJO, podría impedir o dificultar la localización en él de los componentes
del punto de control encargados de activar el checkpaínt.
No obstante, la hipótesis de la existencia de un punto de control del ciclo celular que
proponemos, no deja de ser aventurada mientras no se describan los componentes del mismo,
encargados de su señalización, los cuales de acuerdo a lo propuesto, probablemente haya que
buscarlos en las proteínas que se localizan en el anillo de septinas. La actuación sobre el ciclo
celular de este mecanismo, parece obvio que sería a través de la inhibición y la desactivación
del complejo Cdc28p-Clb2p, lo cual detendría el ciclo celular en la anafase mitótica, sin
embargo, resta por determinar el detalle molecular del mecanismo de acción encargado de
llevarla a cabo.
3.4. ¿QUE OCURRE CON LA CÉLULA MADRE?
En las cepas haploides mutantes en el gen cdcl5, como hemos discutido previamente,
la célula madre pierde la capacidad de abordar una nueva gemación a temperatura restrictiva
(ver figura 16 del capítulo de resultados). Una explicación a esta observación, como ya hemos
discutido, puede encontrarse si se considera que la célula madre no dispone de tiempo
suficiente para abordar la gemación, antes de que ocurra el fenómeno lítico.
En todo caso, los resultados obtenidos indican que la célula madre es más sensible a la
parada del ciclo celular que la célula hija, o, explicado de otro modo, la parada del ciclo celular
detenninada por el checkpaint, es más efectiva en la célula madre que en la hija; resultado que
no es fácil de explicar, considerando que, debido a la ausencia de septación, los citoplasmas de
ambas células se encuentran comunicados. No obstante, si nos permiten especular sobre la
existencia de distintos mecanismos de regulación y coordinación de la instauración de la
polaridad entre la célula madre y la hija.
La herramienta para estudiar el retraso de la célula madre, lo encontramos en las cepas
diploides, que portan ambos alelos mutantes, ya que sí son capaces de comenzar un nuevo
proceso de gemación, como se muestra en la figura 16 y en la tabla 10 del capítulo de
resultados. Los resultados obtenidos a partir del estudio del ciclo celular de cepas diploides
mutantes en ambos alelos del gen CDCJ5, corroboran y cuantifican la observación previa (ver
tabla 16 del capitulo de resultados), permitiéndonos asumir que, de modo general, en las cepas
diploides, la efectividad en la detención del ciclo celular por parte del punto de control, es
menor a la manifestada en las cepas haploides. Esta menor efectividad posibilita: (i) la
superación de la parada del ciclo por parte de la célula madre y (II) determina un retraso menor
en el ciclo celular de la célula hija, en comparación con el de las cepas haploides.
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La hipótesis de una mayor sensibilidad de la célula madre a la parada del ciclo celular
por parte del checkpoint, se encuentra comprometida por el fenotipo del mutante cdclO y del
doble mutante cdclO cdcl5, los cuales no manifiestan la parada del checkpaint, pero sí el
retraso en la gemación de la célula madre respecto de la hija. Estos resultados parecen implicar
al defecto en la septación como responsable del incremento del retraso o de la incapacidad de
gemar (según sean diploides o haploides) por parte de la célula madre. La diferencia entre
cepas haploides y diploides quizás esté en el distinto patrón de polaridad que muestran, así en
las células haploides se sumaría el defecto de septación al cambio en el patrón de polaridad que
sufren, lo que les impide gemar. Las células diploides únicamente sufrirían el efecto de la
ausencia de septación, ya que no han de modificar su patrón de polaridad, por ello el efecto
sena irenor y simplemente observamos un retraso mayor al mostrado por la célula hija.
Estos resultados indican que en la célula madre ocurre un doble efecto, primero un
retraso del ciclo debido al checkpoint y segundo otro retraso debido, posiblemente, a la
ausencia del proceso de septación, este segundo efecto es más importante en las células
haploides.
Una explicación al diferente comportamiento que manifiestan la célula madre y la hija
en su desarrollo morfogenético, podríamos encontrarla si se demostrara la distribución
asimétrica de Cdc lsp en S. cerevisiae, de forma análoga a como ocurre con cdc7 en £ pambe
(Sohrmanin y col., 1998).
En la figura 36 se muestra un esquema con una escala temporal aproximada de los
procesos de gemación y retrasos que hemos encontrado. En ella intentamos representar los
eventos nucleares y morfogenéticos más importantes en las cepas mutantes haploides y
diploides en el gen CDCI5, en comparación con los mismos sucesos en células de una cepa
silvestre.
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4. EL FINAL DE LA MITOSIS.
Para la progresión del ciclo celular a través de la anafase y la terminación de la mitosis
es imprescindible la desactivación del complejo Cdc28p-Clb2p (Murray y Kirschner, 1989;
Surana y col., 1993; Lew y Reed, 1993). El detalle molecular de los mecamsmos mvolucrados
en inactivar el complejo director del ciclo celular, permitiendo la conclusión de la mitosis,
permanecen oscuros. No obstante, distintos autores postulan la existencia de dos rutas
paralelas destinadas a este fin: (i) el grupo de quinasas y sus reguladores, donde se integran los
productos de los genes DBF2, DBF2O, CDCIS y CDCS, una GTPasa de pequeño tamaño
codificada por TEMí y una fosfatasa codificada por CDCJ4 (Shirayama y col., 1994b; Toyn y
col., 1996) y (II) un inhibidor de la función de Cdc28p-Clb2p, codificado por el gen SIC], que
se expresa en este momento del ciclo celular (Toyn y col., 1996). Por otra parte, no conviene
olvidar el papel que juega el cAMP en estos estadios del ciclo, ya que la reducción de sus
niveles, de alguna manera sin determinar, regula la consecución de la mitosis (Spevak y col.,
1993). También hay que considerar la implicación del ciclosoma en la ubiquitinación de Clb2p
y de inhibidores de la progresión del ciclo, como Pdslp (Schwab y col., 1997).
Teniendo en cuenta las hipótesis expuestas, el retraso del ciclo celular que hemos
observado podría explicarse si se admite que las células que carecen de la ruta de las quinasas
para la desactivación del complejo director del ciclo celular (mutantes cdcis, temí, etc.),
disponen de otras rutas alternativas para ese fin. Pero lógicamente, la desactivación del
complejo Cdc28p-Clb2p, sería menos eficiente, ya que las células de estos mutantes no
poseerían todos los mecanismos habituales dispuestos para este fin. Este argumento explicaria
el retraso, que hemos observado, en el ciclo celular de los mutantes cdcis y temí.
Sin embargo, la argumentación anterior, no es capaz de explicar el defecto en septación
que hemos observado en los mutantes cdciS, temí, dbJ2 y cdci4. El defecto en septación que
muestran los mutantes en estos genes, unido a la homología que presentan los genes CDCJS y
TEMí con genes esenciales para la septación en 5. pombe, como son los genes cdcl y spgi~
da cuerpo a la implicación de estos genes en procesos morfogenéticos relacionados con la
septación, independientemente de la función descrita en cuanto a la progresión del ciclo.
Por otra parte, la hipótesis clásica que implica a cdclsp exclusivamente en la
progresión del ciclo celular, tampoco es capaces de explicar el fenotipo del doble mutante
cdciO edoiS, el cual carece de la ruta de las quinasas propuesta para la desactivación de
Cdc28p-Clb2p y sin embargo, no manifiesta retraso alguno en el ciclo celular.
La discordancia de los resultados que hemos obtenido con las hipótesis existentes,
expuestas anteriormente, sobre el fUncionamiento y regulación de los eventos del final de la
mitosis, nos mcita a proponer un nuevo mecanismo de actuación en el final de mitosis. En esta
nueva hipótesis, el producto del gen CDCJS, junto con las proteínas Dbf2p, Cdcl4p y Temlp,
cuyos mutantes muestran un fenotipo similar al del mutante cdci5, podrían estar implicadas,
con mdependencia de otras funciones, en la transmisión de la señal de septación, desde la
maquinaria de progresión del ciclo celular hasta la zona del septo, y más concretamente a la
estructura de 10 tun formada por las septinas. Esta señal, determinaría la polarización, a la
zona del fUturo septo, del citoesqueleto de actina y el crecimiento polarizado necesario para la
construcción del tabique entre ambas células (figura 37).
DISCUSIÓN 115
Además, teniendo en cuenta los resultados que hemos obtenido, proponemos que la
detención del ciclo celular observada en los mutantes cdciS, dbj2, temí y cdci4, podría ser
debida a la activación de un punto de control celular o checkpaint, capaz de detectar anomalias
en el final de la mitosis y detener el ciclo celular. Nuestros resultados indican que el
fUncionamiento del punto de control propuesto depende, a su vez, del correcto ensamblaje del
anillo de 10 nm, formado por las septinas en el cuello entre la célula madre y la hija. La
explicación más atractiva a este resultado, se basa en que, en la estructura determinada por las
septinas, se localizaría un elemento esencial para la activación del punto de control, en
respuesta a las disfimciones ocasionadas por la mutación en los anteriores genes. La señal
producida por este factor desde el anillo de septinas, y a través de un mecanismo por
determinar, evitaría la inactivación del complejo Cdc28p-Clb2p y, por tanto, detendría el ciclo
celular en la anafase, en espera de la reparación de las anomalias causadas por la ausencia de
las proteínas CdcISp, Cdcl4p o Temlp.
En la figura 37 se muestra gráficamente la hipótesis clásica y la hipótesis que
proponemos, a la vista de nuestros resultados, sobre los mecanismos involucrados en la
terminación de la mitosis.
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5. IDENTIFICACIÓN DEL MECANISMO MOLECULAR DONDE
SE ENCUENTRA INVOLUCRADA CdclSp.
A pesar de los numerosos mtentos encaminados a esclarecer el mecanismo molecular
en el que se incluye la fUnción del producto del gen CDC15 (Surana y col., 1993; Spevak y
col., 1993; Toyn y col., 1996), éste permanece oscuro. Como describíamos en el capitulo de
introducción, existe una complicada red de interacciones entre una nutrida cantidad de
protemas que mantienen relaciones de complementación pero, a pesar de los esfUerzos
realizados (Shirayama y col., 1994b, Toyn y col., 1996), no se ha llegado a definir una ruta o
una jerarquía clara entre ellas.
Como estrategia para aportar información sobre el mecanismo de actuación de CdclSp,
nos propusimos encontrar proteínas relacionadas fisicamente con ella y, de este modo, acotar
el ambiente molecular en que CdclSp ejerce su función, lo que facilitaría el desenmarañamiento
de los datos de interacción genética.
La técnica que decimos emplear, tite el rastreo de una genoteca de 5. cerevisiae,
mediante el sistema de dos híbridos (Fields y Song, 1989; Chien y col., 1991). Elegimos el
extremo carboxilo terminal de Cdc] 5p para usarlo como “cebo” del rastreo, ya que en este
dominio se halla la secuencia no quinasa, específica o reguladora de la función de la proteína
CdclSp y, por tanto, más susceptible de interaccionar con otras proteínas. Otro motivo para
elegir la zona carboxilo terminal de CdclSp, Ñeque, es en este dominio, donde se encuentra la
mutación del alelo cdciS-lyti.
De los 1 .2x106 clones rastreados, únicamente 112 fUeron capaces de activar la
expresión del gen indicador, pero todos ellos resultaron ser fhlsos positivos. Evidentemente,
con los clones conseguidos, no se encuentra agotado el rastreo, pero sí nos parecen suficientes
como para haber obtenido algún resultado positivo. Lo cual, nos hace sospechar la posibilidad
de que, la fUsión del dominio carboxilo terminal con el dominio de unión al DNA de GAL4, no
mantiene su estructura nativa, lo que impediría cualquier interacción. La solución a este
problema, quizá haya que buscarla en la construcción de otra fusión que si conserve la
estructura nativa de la proteína CdclSp o, al menos, la capacidad de interaccionar con alguna
de las proteínas con quienes lo hace in vivo. Otra posibilidad a tener en cuenta, radica en la
posibilidad de usar como “cebo”, para el rastreo de das híbridos, el dominio protein-quinasa de
Cdc í5p, ensayo que, tal vez, nos permitiera establecer la identidad de los sustratos de esta
quimiasa.
Otra alternativa a considerar, a la vista de los últimos resultados publicados en 5.
pambe (Sohrmann y col., 1998), que revelan la interacción entre cdc7 y spgl, homólogos de
Cdc 15p y Temlp respectivamente; reside en la posibilidad de realizar ensayos de das híbridas
dirigidos a detectar la posible interacción entre estas dos proteínas.
Los oligonucleótidos empleados para construir la fUsión del dominio carboxilo terminal
de Cdcl Sp al dominio de unión al DNA de Gal4p, fueron diseñados incluyendo las dianas de
restricción adecuadas (ver materiales y métodos) para, además de la fUsión del das híbridos,
poder realizar otra fusión de CdclSp con GST. Este hecho, posibilitará una estrategia
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alternativa para la búsqueda de proteínas que interaccionen con CdclSp, a través de ensayos
de coprecipitación.
6. HOMÓLOGOS DEL GEN CDC1S EN OTROS ORGANISMOS.
Está descrito que el homólogo en la levadura de fisión Schizasaccharomyces pamnbe del
gen CDCJS es el gen cdcl (Fankhauser y Simanis, 1994); sus funciones, implicación en el
proceso de septación, localización, semejanzas y diferencias con CDCJS, ya han sido
discutidas a lo largo del presente capítulo.
El carácter esencial del gen CDCJS de 5. cerevisiae nos incitó a iniciar la búsqueda de
su homólogo en la levadura patógena Candida albicans, ya que, esta supuesta característica le
confiere gran interés como diana para el desarrollo de antiltingicos. En nuestro departamento,
previamente, se realizaron numerosos esfUerzos destinados a donar el gen homólogo, en C.
albicans, del gen CDCJS de 5. cerevisiae. Se llevó a cabo el rastreo de una genoteca
genómica, en un vector episómico, sobre el mutante cdclS-¡ytl. Este rastreo permitió donar el
gen CLTJ, que codifica una proteína de la familia de las proteínas Ras, supuesto homólogo del
gen TEMJ de 5. cerevisiae (San José, comunicación personal).
Debido a lo infructuoso de la primera aproximación intentada, decidimos realizar un
rastreo, sobre la cepa L2C24d (cdclS-lyt]), pero empleando una genoteca construida en el
vector centromérico pYEURA3, cedida amablemente por el Dr. Plá (Este departamento).
Analizamos 2x105 transformantes y conseguimos aislar dos plásmidos capaces de
complementar el fenotipo autolitico termosensible de la cepa L2C24d. El análisis realizado en
ambos plásmidos nos permitió concluir que portaban un inserto idéntico (datos no
presentados). A partir de ellos, acotamos y secuenciamos un fragmento génico cotí elevada
similitud a una proteína fosfatasa de £ cerevisiae codificada por el gen CDCJ4 (45% de
residuos idénticos y 58% de residuos similares). El gen donado no se encuentra completo, sino
que a juzgar por su similitud con CDCI4 de 5. cerevisiae, le faltan, únicamente, unos quince
pares de bases. A diferencia del gen de 5. cerevisiae, presenta una secuencia intrónica teórica
en su extremo 5’.
En 5. cerevisiae una copia extra del gen CDCI4 es suficiente para complementar la
mutación cdclS (Shirayama y col., 1996), estos autores también describen que la actividad
fosfatasa del producto del gen CDCJ4 de 5. cerevisiae no es precisa para la complementación
sobre los mutantes cdclS. Sin embargo, resulta muy llamativa la complementación heteróloga
en un vector centromérico, del que suponemos CaCDCJ4, sobre el fenotipo lytI, para la cual,
además, no es necesaria la zona carboxilo terminal de la proteína.
Una explicación hipotética a la complentación en monocopia del fenotipo lytI por un
fragmento del gen CDC14 de C. albicans, podría deberse a que la proteína Cdcl4p, aparte de
su posible actividad fosfatasa, podría “socorrer” el plegamiento de las moléculas de la proteína
Cdcl 5p mutadas, y por tanto mal plegadas a temperatura restrictiva (no hay que olvidar que
son mutaciones termosensibles), de manera que les permitiría mantener la estructura nativa y
activa. En cualquier caso, la complementación en monocopia da idea de la importancia de la
estequiometría en este hipotético complejo.
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El plásmido CA48B, donde se encuentra acotado el fragmento génico donado (ver
materiales y métodos), no es capaz de complementar el fenotipo de un mutante cdcl4-1, lo
cual es fácilmente explicable, si se tiene en consideración que, en este plásmido, no se
encuentra íntegro el gen CczCDCJ4.
Los sucesivos fracasos, a pesar del elevado número de clones rastreados en ambas
genotecas, parecen desaconsejar el empleo de esta estrategia en la donación del homólogo del
gen CDCI5 de 5. cerevisiae en C. a¡bicans. Estos resultados nos incitan a suponer que, al
igual que ocurre con cdct (Fankhauser y Simanis, 1994), el homólogo de C. cdbicans, no es
capaz de complementar el fenotipo del mutante cdclS de 5. cerevisiae, lo que nos obligará a
adoptar otras estrategias para su clonacion.

CONCLUSIONES 121
CONCLUSIONES
1- El fenotipo de los mutantes Iytl de la levadura 5. cerevisiae es originado por una
única mutación, que produce el cambio de la G en la posición 1639 por una A, en el gen
CDCJS. Dicha mutación induce el cambio de la Gly 410 por un Glu y se localiza Ibera del
domino quinasa, en una zona conservada en cdc7i el homólogo en la levadura de fisión
Schizosaccharomycespambe.
2- La lisis de los mutantes en el gen CDCIS, a temperatura restrictiva, se produce por
la incipiente gemación apical, polarmente anómala, que presenta la célula hija. La estabilización
osmótica del medio de cultivo, es capaz de ralentizar la lisis celular pero no de evitarla, lo que
implica que la disfunción de los mutantes en el gen CDC15 no recae directamente sobre la
pared celular.
3- Los mutantes en el gen CDCJS son incapaces de iniciar y, por tanto, de llevar a
cabo, el proceso de septación. El defecto en la septación podría ser el responsable de la pérdida
del patrón de polaridad axial, mostrado por las cepas haploides que portan esta mutacion.
4- Los mutantes odeis son capaces de superar la parada del ciclo celular descrita para
ellos al final de la anafase, iniciando una nueva fase 8, sin haber concluido la anterior ronda
mitótica.
5- Los mutantes en los genes CDCJS y TEMí presentan un retraso en el ciclo celular
de la célula hija, mientras que la célula madre, en cepas haploides, pierde la capacidad de
abordar una nueva gemación. Por su parte, el doble mutante cdclS cdclO no muestra retraso
alguno en el ciclo celular. La explicación propuesta es la existencia de un punto de control o
checkpaint, encargado de vigilar la correcta consecución de los últimos estadios del ciclo
celular, para cuyo timcionamiento es esencial la integridad del anillo de septinas. Dicho punto
de control manifiesta menor eficacia en la detención del ciclo en las cepas diploides, lo que se
traduce, en una disminución del retraso sufrido por el ciclo celular de la célula hija y la
posibilidad de abordar una nueva gemación por parte de la célula madre.
6- La superación de la parada del ciclo celular, o lo que es lo mismo, la desactivación
del hipotético checkpaint, que determina la aparición de todos los rasgos fenotípicos
característicos de los mutantes cdclS, presenta estrecha dependencia con las condiciones
ambientales y con el fondo genético de las cepas mutantes empleadas.
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